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nÉsumn
Dans les dernières décennies, I'intérêt porté à la conservation de la biodiversité
mondiale a considérablement augmenté en raison de nombreuses contraintes affectant la
structure des communautés (y compris les extinctions) et I'abondance des espèces. En
milieu marin, I'une des menaces les plus importantes pour la biodiversité est I'introduction
d'espèces envahissantes. Un programme de monitorage de la biodiversité a récemment été
mis en place afin de tester l'utilisation de "collecteurs" pour surveiller la biodiversité des
invertébrés marins colonisant les substrats rocheux dans les eaux peu profondes de la
zone subtidale de quatre régions du sud-ouest de la Baie de Fundy, récemment identifiées
comme des Zones d'Importance Ecologique et Biologique. Cette étude avait pour
objectifs: l) la caractérisation de la biodiversité des invertébrés recrutés dans les
collecteurs (les < settlers >> et les < crawl-ins >) avec la technique du codebarre génétique
et 2) la comparaison du recrutement des espèces endémiques, ainsi que I'espèce
envahissante Ciona intestinalis sur des galets naturellement colonisés dans le bas
intertidal (substrat naturel) et des galets de carrière dénudés d'organismes (substrat
artificiel). La caractérisation génétique des spécimens (70 espèces) a été réalisée dans un
< hotspot > de biodiversité du sud-ouest de la baie de Fundy, soit le site The Wolves.
L'ADN de la région conservée du gène COI (ou 18S lors d'échec d'amplification du gène
COl) de plus de 50 espèces a pu être amplifié en utilisant un total de 30 amorces. Le
succès de séquençage total a été de 66,6yo. Une grande concordance entre les
identifications des espèces faites sur les bases génétiques et de la morphologie aété notée,
bien que nous ayons décelé un certain manque de concordance pour les cnidaires (faibles
taux d'évolution de I'ADN mitochondrial) et pour certains individus juvéniles. Pour le
deuxième objectif, 16 collecteurs remplis de galets ont été immergés dans la zone
subtidale peu profonde à Beaver Harbour, dont 8 représentaient le substrat artificiel et 8
autres le substrat naturel. Des analyses multivariées ont démontré un effet significatif du
type de substrat sur la structure des communautés lorsque les données non transformées
ont été analysés, mais aucun effet significatif du type de substrat lorsque I'analyse a été
menée à partir d'une matrice de données présence / absence, indiquant que le type de
substrat affecte principalement I'abondance des espèces retrouvées dans les collecteurs,
mais peu (ou pas) leur identité. Par la suite, un test T de Student a démontré une plus
grande abondance de I'ascidie Ciona intestinalis dans les cages remplies de galets de
carrière par rapport aux cages remplies de galets de la zone intertidale. Ce projet a aidé au
développement des collecteurs çomme un outil de suivi de la biodiversité marine et a
permis de démontrer I'importance des identifications génétiques en complément à la
taxonomie traditionnelle.
Mots clés : Biodiversité marine, codebarre génétique, substrat, colonisation, recrutement,
espèce invasive, biofi lm.
ABSTRACT
In recent decades, the importance given to the conservation of global biodiversity
has considerably increased due to the many stresses affecting community structure
(including extinctions) and species abundance. In the marine environment, one of the most
significant threats to biodiversity is the introduction of invasive species. A program has
recently been developed to monitor biodiversity in four regions of the southwest Bay of
Fundy, identified by Fisheries and Oceans Canada as Ecological and Biological Significant
Areas (EBSAs). Under this program, we tested the use of "collectors" (91 x 61 x 15 cm
with 37 mm mesh) to monitor the biodiversity of marine invertebrates that live on rocky
substrates in the shallow (S l0 m) subtidal zone. In this study we address two objectives: 1)
characterizing the biodiversity of invertebrates colonizing the collectors (settlers and
"crawl-ins") with DNA barcoding and 2) comparing the recruitment of endemic species as
well as the invasive species Ciona intestinalis on naturally colonized cobble from the low
intertidal and bare cobble from a quarry. Genetic characterization of specimens (70 species)
was performed in a known biodiversity hotspot of the southwest Bay of Fundy. The DNA
of more than 50 species was amplified using atotal of 30 primers of the conserved COI
gene (or 18S when COI failed to ampliff). The total sequencing success rate was 66.6%.
There was high agreement in species identification done on the basis of DNA barcoding
and morphology, although we did find some disagreement for cnidarians (low rates of
mitochondrial evolution) and for some very young settlers. For the second objective, 16
collectors filled with cobbles (diameter = 10 cm) were submerged in the shallow subtidal
zone in Beaver Harbour from May to October 2011, 8 of which were filled with bare quarry
cobble and 8 with colonized lower-intertidal cobbles. Multivariate analyses (ANOSIM)
were performed using PRIMER 6, which indicated a significant effect of substrate type on
community structure when non-transformed data were analysed, but no significant effect of
substrate type when the analysis was conducted on presence/absence data, indicating that
substrate type affected the abundance of species found in the collectors more so than the
identity. Subsequently, a Student t-test showed a higher abundance of the tunicate Ciona
intestinalis in cages with barren rocks compared to cages filled with cobbles from the
intertidal zone. This project has contributed to the development of the collectors as a tool
for monitoring marine biodiversity and demonstrated the importance of genetic
identifications in complementing more traditional taxonomic identifications.
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La biodiversité se définit çomme < la variabilité des organismes vivants de toutes
origines, et des complexes écologiques dont ils font partie (Angel, 1993 ; cité par Little et
Kitching, 1996), Elle peut être évaluée à trois niveaux difftrents. Tout d'abord la diversité
génétique, soit la variabilité génétique intraspécifique, qui contribue à la capacité des
espèces à se remettre suite à une perturbation (Goulletquer et al., 2012). Ensuite, la
diversité spécifique fait référence au nombre d'espèces présentes dans un assemblage
donné. Finalement, la diversité des écosystèmes qui inclut à la fois la variabilité des
organismes vivants (diversité génétique et spécifique) et des habitats (Goulletquer et al.,
2012). De plus en plus, on tente de décrire la biodiversité davantage en termes de diversité
fonctionnelle, qui inclut à la fois les processus biologiques, les caractéristiques et les
fonctions de l'écosystème. Ainsi, un écosystème ayant une grande diversité fonctionnelle
saura mieux se rétablir suite à une perturbation puisqu'il est composé de plusieurs groupes
fonctionnels differents etlou le nombre de membres de chacun des groupes est plus
important,
La biodiversité joue un rôle fondamental au niveau des écosystèmes marins puisque
le maintien d'une bonne hétérogénéité contribue à la stabilité environnementale et à la
résilience des communautés face aux perturbations, qu'elles soient d'origine anthropique
ou naturelle (Hillebrand et Matthiessen,2009). Une grande diversité d'espèces au sein d'un
même assemblage favorise la stabilité de la communauté, mais elle ne garantit en rien son
maintien suite à une éventuelle perturbation. Afin de résister à un bouleversement extérieur,
une communauté doit être composée de plusieurs espèces, mais celles-ci doivent aussi à
leur tour jouer differents rôles fonctionnels au sein de leur assemblage (Kaiser et a\.,2005).
Certaines espèces sont dites redondantes, c'est-à-dire qu'elles remplissent les mêmes
fonctions au sein de leur environnement, si bien que le retrait de l'une d'entre elles aurait
très peu de conséquence sur les fonctions locales de l'écosystème (Valdivia, 2008).
La biodiversité marine engendre plusieurs bénéfices économiques, tant au niveau des
ressources alimentaires, des matériaux de construction (sable, gravier, etc.) et même de la
médecine, grâce à l'exploitation des toxines et des produits naturels dérivés des virus et
bactéries (Kaiser et a\.,2005). De plus, la biodiversité rend plusieurs services écologiques
en assurant diverses fonctions au sein des écosystèmes marins. En plus de pourvoir à la
stabilité des écosystèmes, elle participe au contrôle du CO2 dans l'atmosphère, à la stabilité
du climat ainsi qu'au recyclage des nutriments et l'élimination des déchets (Duff, et al.,
2013).
La biodiversité marine menacée
Les océans couvrent près de 72Yo de la surface planétaire et ils constituent un énorme
réservoir de biodiversité offrant une grande diversité d'habitats marins (Amar, 2010). Près
de 80Â de toute la surface océanique se retrouve dans les zones côtières qui abritent 40%o de
la biomasse marine (Burke et a1.,2001; Trigui,2009). La biodiversité marine peut être
influencée par des facteurs biotiques et abiotiques présents dans la communauté (brouteurs,
prédateurs), mais aussi par des facteurs abiotiques comme la température, la salinité et la
bioturbation (Little et Kitching, 1996). Ces zones de forte productivité sont
malheureusement soumises à d'importants stress de par la présence humaine en constante
croissance (Amar, 2010). Effectivement, la plupart des assauts à la biodiversité touchent
davantage les milieux côtiers et sont une conséquence directe de la proximité avec la
population humaine et sa démographie (Gray,1997).
L'être humain dépend des habitats marins pour l'acquisition de nourriture, le
logement, les loisirs ainsi que le stockage des déchets (Goulletquet et al., 2012).
L'Organisation des Nations Unies (ONU) estimait la population mondiale à 7,16 milliards
en 2013 et prédit qu'en 2050, nous serons plus de 9,5 milliards d'habitants. Si l'on estime
que 60 oÂ de la population mondiale réside à moins de 100 km des côtes, il est inévitable
que les habitats côtiers soient soumis aux dérangements anthropiques. Diverses menaces
contribuent à modifier les assemblages benthiques telle la surexploitation des ressources
marines, les changements climatiques, le tourisme et la pollution (ArchambaulT et aL.,2010;
Clynick et aL.,2009; Gray, 1997; Jackson et aL.,2001; O'Hara et a\.,2010). Les habitats de
substrat rocheux sont parmi les plus diversifiés et les plus productifs des zones tempérées
(Airoldi et al., 2009). Le dragage des fonds marins, tout comme l'élaboration
d'infrastructures comme des quais, des marinas, des enrochements ou l'érosion/accrétion
naturelle des berges peuvent mener à l'extinction locale d'espèces natives etlou favoriser
l'établissement d'espèces allochtones au détriment des espèces autochtones (Airoldi et al.,
2008). Ces structures anthropogéniques offrent généralement un refuge exempt de
prédateurs pour les espèces exotiques, contribuant ainsi à l'établissement de ces
communautés généralement indésirables (Bax et al., 2003). De ce fait, les communautés
natives doivent fréquemment entrer en compétition avec les espèces allochtones, soit pour
l'acquisition de nutriments, soit pour I'espace disponible (Davis, 2009). Les espèces
sessiles de substrats durs sont d'autant plus vulnérables à la perte d'espace puisqu'elles
demeurent confinées à un seul et même endroit dès leur métamorphose et pour leur vie
toute entière. La modification des habitats côtiers peut donc fortement affecter la
biodiversité présente, mais la perte d'habitat demeure la menace la plus importante (Gray,
1997\.
D'autre part,la croissanoe rapide du transport maritime accentue la répartition de
nouvelles espèces auparavant confinées dans d'autres régions. Un seul bateau peut
transporter à lui seul plus de 150 000 tonnes d'eau de ballast pour maintenir sa stabilité
(Ruiz et al.,1997). Ces eaux de ballast proviennent généralement de baies ou d'estuaires et
renferment une grande diversité d'organismes au stade planctonique (Gollasch et a\.,2009).
Non seulement les eaux de ballast permettent le transport d'espèces allochtones, mais le
< biofouling > aussi, soit l'accumulation d'organismes vivants sur la coque et autres
surfaces des bateaux (Pappal, 2010). Le transport maritime accroît la dispersion des espèces
non natives, mais d'autres facteurs favorisent aussi leur implantation. D'abord, l'altération
des habitats et la construction d'infrastructures, en perturbant les communautés présentes,
offrent aux nouveaux arivants des espaces libres à coloniser. De la même façon, la
pollution et les changements climatiques peuvent rendre les conditions environnementales
moins favorables à la survie des espèces natives, permettant aux espèces plus tolérantes,
comme les espèces envahissantes, de survivre (Rilov et Crooks, 2009).Il a été démontré
que la présence d'espèces introduites altère la composition des communautés benthiques
ainsi que les interactions écologiques au sein du groupement envahi (Dijkstra et Harris,
2009). Les dommages causés par la colonisation d'espèces envahissantes sur la survie des
espèces natives et des écosystèmes incluent une altération des relations de compétition et
des prédateurs/proies, du parasitisme ainsi qu'une modification de leurs habitats (Klassen,
2012). Ces atteintes se traduisent habituellement par des pertes de biodiversité importantes
QUCN, 2000; cité par Klassen,2012).
Plusieurs espèces marines sont aujourd'hui considérées vulnérables ou disparues
localement. Comme par exemple, les poissons marins dont 90 pourcent des grands
prédateurs sont aujourd'hui disparues des Océans Atlantique, Pacifique et Indien suite à
l'apparition de la pêche industrielle (Myers et Ottensmeyer, 2005). Plusieurs facteurs
accentuent la fragilité des populations d'espèces comme une maturité sexuelle tardive et
une faible fecondité, tout comme le fait d'être adapté exclusivement à un environnement
exempt de perturbations (Myers et Ottensmeyer, 2005). Plusieurs écosystèmes marins
n'arrivent plus à absorber les stress induits par I'homme (Agardy, 2010 ; cité par Craig et
Hughes, 2012). En effet, certains écosystèmes auraient perdu leur résilience suite à de trop
grandes et récurrentes perturbations (Craig et Hughes, 2012).
Problématique
Les aires marines protégëes
Il est important et ulgent de mettre sur pied des mesures afin de protéger ces milieux
altérables et essentiels. Malheureusement, beaucoup d'efforts investis dans la conservation
des espèces marines visent principalement les espèces en péril ou commercialement
exploitées, lesquelles représentent une minime fraction de la biodiversité marine. Beaucoup
plus d'attention en conservation est dirigée vers la mégafaune, les espèces charismatiques
ou commerciales. Une étude portant sur les efforts de conservation pour 1568 espèces
marines étudiées a confirmé qu'aucune des 536 espèces d'invertébrés considérées dans leur
échantillonnage en 2012 n'ont obtenu l'attention de I'Union internationale pour la
conservation (UICN) comparativement à 100% des espèces de tortues marines par exemple
(McClenachan et al., 2012). Beaucoup d'évaluations de statut des espèces marines ont
considéré principalement les espèces bien documentées ou exploitées commercialement,
lesquelles représentent une infime proportion de la biodiversité marine dans son ensemble
(Gaston et Fuller, 2008; McClenachan et al., 2012). Les différents types d'assemblages,
d'habitats et d'écosystèmes sont pourtant souvent modelés par l'identité des espèces
communes présentes, n'excluant pas la grande influence des espèces rares sur leur milieu
(Gaston et Fuller, 2008).
Comparativement aux mesures prises en milieu terrestre, il est plus difficile de
délimiter et de bien gérer les zones ooéaniques à protéger (Agardy,2010). Les systèmes
marins sont dynamiques, mais les plans de gestion élaborés, sont souvent statiques. C'est
pourquoi le Ministère des Pêches et des Océans du gouvernement canadien a élaboré une
stratégie fedérale sur les aires marines protégées (Gouvernement du Canada, 2011). Le
réseau d'aires marines protégées comprend trois programmes desquels les zones de
protection marines (ZPMs) font partie intégrante. La mise sur pied des ZPMs vise à
protéger et conserver des habitats d'espèces menacées, des zones d'intérêt particulier ou de
caractéristiques uniques, de forte productivité ou de grande biodiversité. Le gouvernement
canadien vise à accroître la résilience écologique et à contrer les facteurs de stress par
l'élaboration d'aires marines protégées (AMPs). Le réseau de gestion des AMPs défrnit 12
biorégions océaniques et la Baie de Fundy s'inscrit dans la biorégion de la plate-forme
Écossaise (MPO, 20lI). Afïn d'attirer l'attention sur certaines zones sans toutefois les
reconnaître comme des AMPs. le Ministère de Pêches et Océans Canada a identifié des
Zones d'Importance Écologique et Biolo gique (ZIEB), pour lesquelles une surveillance
plus accrue permettrait de protéger l'ensemble de la structure et des fonctions de
l'écosystème (MPO, 2004).
Chaque ZIEB a été déterminée selon trois critères (Buzeta et Singh, 2008; MPO,
2011):
L'unicitéhareté : le degré auquel cette région est unique, rare, distincte
La concentration : des individus d'une espèce, de differentes espèces, de
caractéristiques structurales ou de processus océaniques dans cette région
(reproduction, migration)
3. Les conséquences sur la valeur adaptative < fttness >: le degré auquel cette région
est intacte et abrite des espèces natives
Dans la Baie de Fundy, 16 ZIEBs ont été identifiées et quatre d'entre elles sont
situées dans la portion Sud-ouest de la baie, plus précisément, dans l'ensemble de Quoddy
(MPO, 2012). C'est une région riche et productive comprenant des écosystèmes très
diversifrés (Archambault et a\.,2010). À chaque marée descendante, I'eau tend à se retirer
de la Baie, alimentant en nutriments les côtes du sud-ouest. En contrepartie, la biodiversité
de cette région est aussi soumise à differents stress anthropiques, tel que l'accroissement de
l'industrie aquacole marine. Les rejets biologiques et I'utilisation de biocides peuvent
limiter la croissance et la survie des invertébrés benthiques (Pohle et al., 2001).
Conjointement, des pertes de biodiversité à l'échelle locale ont pu être reliées à la
production aquacole (Pohle et aL.,2001).
Le transport maritime est aussi très actif dans cette région dû à la présence du port
maritime de Saint-John. Ce va-et-vient naval permet à plusieurs espèces exotiques de faire
leur apparition dans la Baie de Fundy. À titre d'exemple, en 2010, près de 64 espèces
envahissantes étaient répertoriées dans le Golfe du Maine (Pappal, 2010). L'une des
espèces de tuniciers envahissants qui est aujourd'hui très répandue dans les eaux
Atlantiques est Ciona intestinalis. Cette ascidie solitaire est une importante compétitrice
puisqu'elle est est très tolérante aux fluctuations de la salinité et de la turbidité, a une
croissance rapide, atteint sa maturité rapidement et démontre souvent une très forte
fecondité (Blum et a1.,2007; Carver et a1.,2006; Cawet et al.o 2003; Zhan et a1.,2010).
C'est aussi une grande nuisance pour I'industrie maricole, principalement celle de la moule
1.
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bleue (Mytilus edulis) puisqu'elle prolifere sur les structures verticales, souvent exemptes
de prédateurs et entre en compétition avec ce bivalve filtreur pour la nourriture disponible.
Plusieurs études traitant des effets de la biodiversité sur le succès d'invasion de C.
intestinalis ou autres tuniciers envahissants ont été réalisées à l'aide de panneaux de PVC,
de céramique ou de verre (Byrnes et Stachowicz,2009; Clark et Johnston, 201 l; Nydam et
Stachowicz,2007; Sams et Keough, 2012; Stachowicz et a|.,2002; Yaldivia, 2008). Ces
panneaux ne représentent toutefois pas un substrat naturel, la surface étant trop homogène
et lisse tandis que l'utilisation de substrats naturels plus complexes permettrait entre autre
de déterminer la réelle étendue de cette ascidie sur les peuplements benthiques (Davis,
2009).
Surveillance de la biodiversité marine
Afin de préserver ces écosystèmes si diversifiés, il est primordial de développer des
outils permettant d'effectuer un suivi efficace de la biodiversité des organismes benthiques
marins de cette baie. L'évaluation de la composition des communautés benthiques de
substrat meuble est plus facilement mesurable de façon quantitative que celles de substrat
rocheux, puisqu'elle permet l'emploi de matériel tel une benne ou un carottier (Anastasios,
2013). Les inventaires réalisés en zone peu profonde de substrat rocheux peuvent être
effectués in situ par un plongeur (Gallon et a1.,2013; Pohle et Thomas, 1997). Cette
méthode, très peu intrusive, s'effectue habituellement à l'aide de quadrats posés
direotement sur le substrat. L'observateur peut estimer directement le pourcentage de
recouvrement/abondance de chaque espèce à I'intérieur de chaque quadrat ou recueillir les
organismes fixés au subsffat (Anastasios,2013; Gallon et a1.,2013), De nos jours, les
avancées technologiques nous permettent d'effectuer les observations par photoquadrats
(Smale et a\.,2010). Ces images à haute-résolution, tout comme l'utilisation d'un véhicule
sous-marin automatisé, offrent une détection rapide des changements spatio-temporels de la
composition des assemblages benthiques à l'échelle régionale, mais requiert l'acquisition
de matériel très coûteux (Smale et a\.,2010,2012). L'identification et le dénombrement des
espèces captées présentent habituellement une bonne précision, à l'exception des espèces
coloniales comme les tuniciers qui peuvent être sous-estimées (Pohle et Thomas, 1997).Par
ailleurs, la présence obligée d'un plongeur risque d'influencer la distribution de la faune
vagile (Mallet et Pelletier, 2014).L'avantage principal de ces outils est de ne pas extirper
les organismes de leur environnement naturel pour en effectuer le décompte. En
contrepartie, ils ne capturent qu'une faible proportion des espèces de communautés de
substrat complexe, surtout les espèces de très petites tailles et les espèces cryptiques.
D'autres auteurs optent pour I'utilisation de drague ou de chalut, selon la topographie des
fonds marins, même si chaque prélèvement représente un évènement très perturbateur pour
les communautés benthiques établies (Carr et aL.,2011;Dettai et al,,20lI).
Le présent projet s'insère dans un programme visant à développer un outil et un
protocole de suivi de la biodiversité marine de régions préalablement identifiées comme des
ZIEBs. Il s'agit de cage de colonisation des invertébrés marins, soit des < collecteurs >
d'organismes. Chacun d'eux est déposé sur le substrat rocheux suffisamment longtemps
(=4 mois) pour permettre la colonisation des macroinvertébrés puis est repêché à
l'automne. Ce dispositif permettra de surveiller la biodiversité marine de façon très
standardisée en évaluant le recrutement des espèces benthiques. Dans le contexte de la
présente étude, le recrutement benthique se déf,rnit par l'ensemble des processus de
colonisation et de post-colonisation (survie post métamorphose), soit les individus ayant
colonisé le substrat (s'étant fixé) et ayant survécu pour une période de temps variable suite
à leur métamorphose. Ainsi, ces deux termes, colonisation et recrutement, seront utilisés de
manière interchangeable dans le présent ouvrage. Comparativement aux outils de
recensement mentionné ci-haut, les collecteurs permettent non seulement de prélever un
grand nombre d'organismes, mais aussi de les collecter à divers stades de leur vie. Ainsi,
par ce projet, on recense la biodiversité des espèces d'invertébrés marins qui se sont fixés
d'eux-mêmes au substrat rocheux (settlers) lors de leur métamorphose ainsi que ceux qui
ont migré dans les collecteurs suite au déploiement (crawl-ins)'
Contrairement à l'utilisation de chalut ou de drague, ce dispositif laisse une très faible
empreinte écologique puisqu'aucune destruction du milieu n'est induite. Chaque collecteur
est rempli de galets soigneusement choisis de façon à recréer le plus naturellement possible
l'hétérogénéité et les anfractuosités du substrat rocheux. Par ailleurs, l'utilisation de
< collecteurs ) comme outil de récolte permet de cibler un processus important du cycle de
vie des invertébrés sessiles, soit le recrutement. Les apports/transport larvaires, la
colonisation (phase de recherche et de fixation au substrat), la métamorphose et la survie
post-fixation des individus influence le succès de recrutement des espèces (Hunt et
Scheibling, 1997; Jenkins et aL,,2009). Le recrutement est donc un processus déterminant
la structure des communautés marines qui peut être grandement affecté par les
perturbations. Puisque les organismes viennent d'eux-mêmes se fixer au substrat, les
collecteurs permettent d'évaluer l'impact de diverses perturbations sur le recrutement
larvaire des espèces benthiques présentes. Ainsi, I'utilisation des collecteurs permettra de
suivre la répartition spatiale et temporelle des populations d'invertébrés marins. La
détection rapide de variations dans le recrutement des espèces benthiques permettra d'avoir
un portrait global de l'état de santé et par le fait même de la biodiversité des differentes
régions étudiées. De plus, cet outil permettra la détection rapide et l'étendue des espèces
allochtones, comme les tuniciers envahissants par exemple. Parallèlement, I'identification
des zones de fort recrutement pourrait participer au maintien des populations locales en
diminuant rapidement le niveau de stress anthropique dans ces zones.
Le codebarre génétique
Dans un souci de conservation et de recensement de la biodiversité marine. la
reconnaissance et la discrimination des espèces représentent le fondement de base des
écosystèmes (Bucklin et al.,20ll), Comparativement à I'identification morphologique, la
méthode du codebarre génétique est plus sensible, surtout en milieu marin où l'on rencontre
beaucoup d'espèces cryptiques ; elle permet l'identification d'espèces possédant peu de
critères morphologiques utiles pour la differenciation spécifique (Bucklin et al., 2017;
Hebert et a\.,2003a; Valentini et a|.,2009; Zhan et aL.,2010). L'utilisation du codebarre
génétique comme outil d'identification permettra I'identification des individus
nouvellement fixés, trop immatures pour être identifiés exclusivement sur les bases
morphologiques. Cet outil génétique pourra permettre de cibler les groupes d'espèces plus
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problématiques pour ensuite évaluer les échelles spatiales appropriées pour la conservation
(Francis et a|,,2010).
Principaux objectifs
Un programme a récemment été développé permettant d'effectuer un suivi de la
biodiversité marine de quatre régions du sud-ouest de la Baie de Fundy, certaines ayant été
identifiées par le Ministère de Pêches et Océans Canada comme étant des ZIEBs (MPO,
2011). Par ce programme, nous avons testé l'utilisation de < collecteurs > (91 x 61 cm avec
des mailles de 37 mm) pour évaluer la biodiversité des invertébrés marins colonisant les
substrats rocheux dans la zone subtidale peu profonde (entre 72,5 et 16,7 m). L'utilisation
du codebarre génétique comme un outil d'identification des espèces marines complémente
les identifications morphologiques et rend I'utilisation des collecteurs un outil très complet
et efficace. Les séquences obtenues pour chaque espèce récoltée dans la région du sud-
ouest de la Baie de Fundy pourraient permettre la création doune base de données des
espèces recensées dans cette région afin d'avoir un portrait complet (morphologique et
génétique) de chacune d'elles puisqu'elles ont toutes précédemment été identifiées
morphologiquement par une taxonomiste.
Evaluation de la biodiversité des macroinvertébrés benthiques marins de substrat rocheux
Le premier objectif de la présente étude est de participer à la réalisation d'une liste
des séquences d'ADN associées aux differentes espèces d'invertébrés benthiques marins
afin de mettre en place une base de données du codebarre ADN du sud-ouest de la Baie de
Fundy. L'objectif suivant sera de comparer les identifications des espèces prélevées
connues (dans GenBank et BOLD) à celles préalablement réalisées à l'aide de clés
d'identifications morphologiques afin de valider la taxonomie.
il
EfJët de deux types de substrats sur le recrutement des espèces benthiques endémiques et de
I' e spèce allochtone Ciona inte stinalis
Le deuxième objectif de la présente étude tente de valider l'utilisation des galets de
carrière comme substrat dans les collecteurs. Pour ce faire, le recrutement des espèces
endémiques et de I'espèce envahissanTe Ciona intestinalis sera comparé sur des galets
naturellement colonisés dans la zone intertidale et sur des galets dénudés d'orsanismes
provenant d'une carrière.
Dans un deuxième temps, une hypothèse de base, soit la théorie d'Elton (1958)
quant au succès d'invasion des espèces exotiques soutient que les communautés les plus
diversifiées devraient être plus résistantes face à I'invasion (Benedetti-Cecchi, 2006;
Kennedy et al., 2002; Levine et D'Antonio, 1999; Stachowicz et al., 1999, 2002). Cette
hypothèse stipule que la diversité spécifique d'un assemblage peut diminuer, indirectement,
le recrutement ainsi que la fixation des larves de l'espèce exotique envahissante. C'est
pourquoi, selon cette hypothèse, un milieu très diversifié devrait être plus stable puisque la
variabilité des espèces composant cette communauté permet de tolérer les perturbations ou
les pressions de changement induites sur cet écosystème. Le dernier objectif permettra de
vérifier la théorie d'Elton (1958) sur la résistance à l'invasion, en vérifiant si le recrutement
de l'espèce allochtone Ciona intestinalis est limité par la biodiversité du milieu en
comparant a posteriori les données d'abondances de C. intestinalis recensées en2009,2010
et20l I avec les diversités observées dans ces mêmes cases.
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CHAPITRE 1
EVALUATION DE LA BIODIVERSITE DES MACROINVERTEBRES
BENTHIQUES MARINS DE SUBSTRAT ROCHEUX
1.1 lNrnorucrroN
Malgré plus de 250 ans d'études taxonomiques, la grande majorité de la diversité
biologique demeure encore aujourd'hui très peu décrite ou encore inconnue, d'une part
en raison du nombre de plus en plus petit de taxonomistes, mais aussi en raison de la
nature fastidieuse de la recherche (Scotland et al., 2003). Afin de répondre à cette
problématique, en 2003, Paul Hébert et son équipe ont mis en place un outil
permettant de répertorier I'ensemble des espèces possédant des mitochondries en
séquençant un petit fiagment du génome mitochondrial des organismes (Hebert et ol.,
2003a). Cette approche se nomme aujourd'hui ( DNA Barcoding >> ou codebarre
génétique et permet d'identifier les espèces sur des bases moléculaires. Cette
technique repose sur la divergence interspécifique entre les séquences d'un court
fragment standard d'ADN mitochondrial (ADN.1) permettant I'identification des
espèces connues, mais aussi la découverte de nouvelles espèces (Hebert et aL.,2003b;
Vernooy et a1.,2010). La méthode du codebarre génétique consiste au séquençage
d'un fragment d'ADN de 658 paires de bases du gène mitochondrial de la cytochrome
oxydase de la sous-unité 1 (COl) (Folmer et al., 1994; Hebert et a1.,2003a). Ce gène
est présent en plusieurs copies dans chaque cellule, ce qui le rend plus facile à
amplifier à partir de petites quantités de tissus que I'ADN nucléaire (Galtier et al.,
2009). Différentes raisons supportent le choix de I'utilisation de I'ADNmt plutôt que
I'ADN nucléaire comme outil d'identification des espèces. D'abord, l'ADN.t est
généralement hérité de la mère et de ce fait, il n'y a pas ou peu de recombinaisons
génétiques sur ce génome. De plus, le taux d'évolution de ce gène est très rapide due à
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un taux de mutations élevé, ce qui permet la discrimination d'espèces très apparentées,
voir même des populations divergentes d'une même espèce (Galtier et al., 2009;
Hebert et a\.,2003; Radulovici et a\.,2010). Dernièrement, l'absence d'introns, soit
des régions non-codantes du génome facilitent l'alignement des séquences provenant
d'espèces divergentes (Galtier et a|.,2009).
Le codebarre génétique a été lancé en 2004 par la création du < Consortium of
Barcode of Life ) (CBOL ; httpzllbarcodeoflife.org). Aujourd'hui, le CBOL compte
plus de 170 organisations membres réparties dans 50 différents pays (Bucklin et al.,
2011). Récemment, en partenaiat avec le Census of Marine Life (CoML), le CBOL a
initié une campagne internationale (MarBOL ; http://www.marinebarcoding.org et
FISH-BOL ; http://www.fishbol.org) visant à répertorier (associé un codebarre
génétique aux espèces) la biodiversité marine. Bucklin et collaborateurs mettent en
lumière l'avancée des progrès récents quant à l'assignation d'un codebarre génétique
aux espèces des métazoaires marins connues fselon les données de Bouchet (2006)],
classées par phylum (Bucklin et al,o 20ll). Cette compilation démontre que les
chordés constituent le groupe des métazoaires pour lequel les progrès récents sont les
plus marqués. Un codebarre génétique a déjà été assigné à37% des espèces de chordés
recensées jusqu'à présent. Le MaTBOL et le FISH-BOL soutiennent que 68 Yo des 715
espèces d'oiseaux marins recensées internationalement posséderaient aujourd'hui un
codebarre génétique, tout comme 34 %io des 10 817 espèces de poissons connues et
seulement 18% des 23 espèces de mammifères marins. En contrepartie, les
bryozoaires, les hémichordés (tuniciers), les plathelminthes, les nématodes et les
éponges sont autant de groupes pour lesquels à peine 2Yo des espèces connues
possèdent maintenant un codebarre génétique. Pour d'autres phylums, tels les
annélides (5,2 yo),les arthropodes (7,6 %), les échinodermes (11,0 %) ainsi que les
mollusques (9,2 yo),les progrès sont à ce jour, légèrement plus importants (Bucklin er
a1.,2011). Un total de 770 espèces de crustacés sont répertoriées dans l'estuaire et le
Golfe du Saint-Laurent (Brunel et al., 1998 ; cité par Radulovici et a1.,2009). En
2009, lors d'une étude portant exclusivement sur les amphipodes et les décapodes a
15
permis d'assigner un codebarre génétique à 82 d'entre elles (Radulovici er a|.,2009).
D'autre part, 210 espèces de crustacés du Canada Atlantique sont aujourd'hui
séquencées et listées dans BOLD (Radulovici et Dufresne, données non publiées).
Malgré les améliorations réalisées à ce jour, beaucoup de travail reste à venir en ce qui
a trait au codebarre génétique des métazoaires marins. Pour la plupart des groupes
observés, les progrès récents se situent sous les l5Yo, ainsi plus de 85% des espèces
connues restent encore à séquencer (Bucklin et a|.,2011). Sur le site web du MarBOL,
les progrès indiqués pour l'ensemble du règne animal marin (domaines pélagiques et
benthiques) se situent seulement èL ll% des espèces connues.
Dernièrement, beaucoup d'efforts ont été mis dans la conservation de la
biodiversité marine dû aux diverses menaces qu'elle subit via les activités d'origine
anthropique (Amar, 2010; Archambault et a1.,2010; O'Hara et a1,,2010), Par contre,
ces efforts sont majoritairement ciblés sur les espèces en péril plutôt que sur la
biodiversité (Gaston et Fuller, 2008). L'utilisation d'une approche davantage
écosystémique, jumelant la gestion et la surveillance des communautés marines, plutôt
que le suivi d'une seule espèce à la fois doit être préconisée. En ce sens, la création de
Réserves ou d'Aires marines protégées permet un certain contrôle des activités
permises dans ces régions, mais leur élaboration coûte très cher (Kaiser et a|.,2005).
Depuis 2004, dans un souci de gestion de la biodiversité marine, Pêches et Océans
Canada vise à développer des Zones d'Intérêt Écologique et Biologique (ZIEB) basées
sur divers critères tels la rcreté de la zone d'intérêt, ses conséquences sur le fitness
d'une ou plusieurs espèces et la concenftation importante d'espèces (Buzeta et Singh,
2008). Conjointement, un programme de monitorage de la biodiversité marine dans le
sud-ouest de la Baie de Fundy a été développé (CRSNG). Ce suivi a été réalisé grâce à
l'utilisation de < collecteurs ), un nouvel outil permettantla collecte standardisée des
communautés d'invertébrés se fixant au substrat rocheux dans la zone subtidale. Les
auteurs d'études similaires ont préconisé l'emploi de chaluts ou de drague, même si
certaines de ces méthodes risquent de modifrer les habitats échantillonnés (Car et al.,
2011; Dettai et al, 2011; Laforest et a1.,2013). D'autres ont préféré effectuer des
T6
quadrats en plongée sous-marine; cette méthode laisse une faible empreinte sur
l'environnement, mais demande beaucoup plus d'efforts de logistique dû à divers
facteurs limitants (i.e. profondeur, courants, visibilité, temps d'échantillonnage limité).
Comparativement à ces outils, les collecteurs permettent non seulement de prélever un
grand nombre d'organismes, mais aussi de les collecter à divers stades de leur vie
(larve, juvénile, adulte). Ainsi, pour l'une des premières fois, on recense la
biodiversité des espèces d'invertébrés marins qui se sont fixés d'eux-mêmes au
substrat rocheux lors de leur métamorphose ainsi que les individus qui ont migrés suite
à leur métamorphose dans les collecteurs.
Dans le but de conserver et de recenser la biodiversité marine, il est primordial
de savoir reconnaitre et différencier les espèces marines. Les espèces symbolisent le
fondement de base des écosystèmes et habituellement, 1'étape d'identification demeure
la plus longue et fastidieuse de la recherche puisqu'elle requiert la compétence de
taxonomistes expérimentés (Bucklin et al,,20lI). Comparativement à l'identification
morphologique, la méthode du codebarre génétique est plus sensible, surtout en milieu
marin dû à la présence d'espèces cryptiques, et elle facilite l'identification d'espèces
nouvellement apparues suite aux changements évolutifs (Bucklin et a1.,2011; Hebert,
et al., 2003b; Valentini et al., 2009; Zhan et al., 2010). De plus, elle permet
l'identification des différents stades larvaires et des juvéniles, très difficiles à
distinguer en taxonomie, ainsi que l'identification des espèces rares et de petits
fragments d'organismes qui peuvent être impossible à identifier visuellement. Le
codebarre génétique permet d'estimer non seulement la diversité génétique des
espèces comprises dans un écosystème, mais aussi la diversité présente entre les
individus d'une même espèce (Krishnamurthy et Francis, 2012). Ainsi, cet outil
génétique pourrait permettre de cibler les groupes d'espèces plus problématiques pour
ensuite évaluer les échelles spatiales appropriées pour la conservation (Francis et al.,
2010).
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Ainsi, dans un but de recenser la biodiversité d'un échantillon l'un des
désavantages de l'approche du codebarre génétique est qu'il devient rapidement
prohibitif, du point de vue des coûts, d'identifier tous les individus d'un échantillon.
Ce n'est pas non plus le but du codebarre génétique par séquençage Sanger. Toutefois,
les nouvelles techniques de < codebarre environnemental > rendues possibles grâce au
séquençage nouvelle génération permettent de séquencer simultanément tous les
individus d'un échantillon. Si le but est simplement d'estimer la biodiversité en termes
de richesse spécifique, il est possible d'évaluer le nombre d'unités taxonomiques
moléculaires opérationnelles (MOTUs ou OTUs) (Heimeier et aI.,2010; Kress et al.,
2075;Laforest et a|.,2013). Par contre, les bases de données de séquences génétiques
demeurent un prérequis pour identifier les difiérentes espèces d'un échantillon, si la
question posée requiert leur reconnaissance taxonomique. À ce jour, l'utilisation de
clés d'identification et de descriptions morphologiques demeure encore la façon la
plus simple et la moins coûteuse pour identifier rapidement la majorité des organismes
lorsque I'on possède les connaissances requises (Schander et Willassen,2005). Ainsi,
la comparaison entre ces deux techniques d'identification nous permettra de
déterminer si les critères morphologiques utilisés sur les jeunes stades d'invertébrés
permettent une bonne résolution de la biodiversité.
L'utilisation du codebare génétique comme un outil d'identification des espèces
marines nécessite la construction préalable d'une base de données de réference dans
laquelle I'identification d'une espèce associée à un codebarre génétique est
soigneusement validée par une équipe de taxonomistes professionnels (Francis et al.,
2010). C'est dans cette optique que les séquences obtenues pour chaque espèce
récoltée dans la région du sud-ouest de la Baie de Fundy pourraient permeffre la
création d'une base de données des espèces recensées dans cette région afin d'avoir un
portrait complet (morphologique et génétique) de chacune d'elles puisqu'elles ont
toutes précédemment été identifiées morphologiquement par une taxonomiste. Ainsi,




Réaliser une liste des séquences d'ADN (mitochondrial et nucléaire)
associées aux differentes espèces d'invertébrés benthiques marins
échantillonnées par les collecteurs afin de mettre en place une base de
données du codebarre ADN du Sud-ouest de la Baie de Fundy.
Comparer les identifications des espèces prélevées connues [dans GenBank
et Barcode of Life Data System (BOLD)I à celles préalablement réalisées à




La région à l'étude est située dans le sud-ouest de la Baie de Fundy au Nouveau-
Brunswick, près de l'Île de Grand Manan (Figure l, Annexe I). Cette région couvre
plusieurs zones dont Beaver Harbour, Passamaquoddy Bay, West Isles et The Wolves,
certaines ayant été désignées comme des ZIEBs par Pêches et Océans Canada. La
majorité des échantillons utilisés pour le codebarre génétique ont été prélevés au site
The Wolves étant donné I'importante biodiversité observée à ce site au cours des
échantillonnages des années antérieures. Chacune des espèces récoltées a
soigneusement été identifiée selon les critères morphologiques par la taxonomiste
Marie-Josée Maltais de l'Université du Nouveau-Brunswick à Saint-John et validé par
Gerhard Pohle du ARC (Atlantic Reference Center).
Google Earth 2012
Figure 1. Localisation de la région The Wolves, où ont été déployés les six collecteurs
pour les identifications spécifiques en 2010. L'emplacement des six
collecteurs est identifié par les données de latitude longitude.
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1.2.2 Prélèvement des taxons
Six collecteurs déployés au site The Wolves ont été remontés sur le bateau et
conservés dans des bassins d'eau froide salée bien oxygénée le temps d'effectuer les
prélèvements. Entre 7 et 9 individus de chaque espèce ont pu être prélevés. Pour
plusieurs espèces un seul représentant a été récolté dû à leur faible occunence dans les
collecteurs échantillonnés. Chaque individu a été identifié sous loupe binoculaire par
une taxonomiste chevronnée (Marie-Josée Maltais, UNBSJ) et immédiatement
conseryé dans l'éthanol anhydre à -20 oC afin de prévenir toute dégradation de I'ADN.
1.2,3 Extraction, amplification et séquençage de I'ADN
L'ADN des crustac és a été extrait avec le Kit E.Z.N.A.@ Tissue DNA
(OMEGA@ Bio-tek, inc.) et Quick Extract selon les instructions du fabricant. Les
autres extractions d'ADN ont été réalisées sur les tissus fixés à l'éthanol en utilisant un
kit E.Z.N.A.ru Mollusc DNA (OMEGA@ Bio-tek, inc.) dont les tissus sont riches en
mucopolysaccharides.
Un fragment du gène COI de 658 bp a été amplifié en utilisant la paire
d'amorces universelles LCo1490 (5'-ccTcaacAAATCATAAAGATATTGG-3') et
HCo2198 (5'-raaacrrcAGGcrcACCAAAAAATCA-3') proposées par Folmer et al.
(1994). Dans le cas d'échec d'amplifications avec les amorces universelles Folmer,
des amplifications supplémentaires ont été effectuées avec des amorces alternatives.
Au total 28 amorces ont été testées pour l'ensemble des groupes d'invertébrés
(Tableau 1). Toutes les réactions en chaîne par polymérase (PCR) avaient un volume
total de 25 pl incluant : une concentration finale de lX de tampon Econo Taq sans
MgCl2, 2,2mMde MgCl2, 0,025 mM de chaque dNTP, 18,25 pl d'H2O, 1,5 U de Taq
polymérase (Invitrogen), 0,1 pM de chaque amorce et 2 trtl d'ADN génomique. Les
amplifications ont été réalisées à l'aide d'une Biometra UNO II thermoblock. Le
régime thermique de la PCR consistait en un cycle de I minute à94oC; 5 cycles de 40
s à 94oC, 40 s à45oC et 1 min à 72oC ;35 cycles de 40 s à94C,40 s à 5loC et 1 min
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à 72'C et un cycle d'élongation finale de 5 min à 72oC. Dans le cas où ce programme
n'était pas optimal, différents autres programmes PCR ont été utilisés (Tableau 1).
Un fragment du gène nucléaire 18S a aussi été amplifié afin d'accroître le
nombre d'identifications. La paire d'amorces universelles E4F (5'-
crccrrcATTCTGCCAGr-3') et El628R (5',-CGACGGGCccrcrcrA-3',) (Van Hannen
et al., 1999 ; cité par Webb et al., 2006) a été utilisée avec des conditions
d'amplification de 5 min à94 "C;35 cycles de 1 min à94 "C,l min à 55 oC, I min à
72 "C, et un cycle d'élongation finale de l0 min à 72 "C (Van Hannen et al., 1999;
Webb et a1.,2006). Chaque produit PCR a été visualisé sur gel d'agarose à 1,5% et les
produits PCR ont été envoyés au séquençage.
Le séquençage a été effectué au Centre d'Innovation Génome Québec de
l'Université McGill. Les paires d'amorces utilisées pour le séquençage étaient les
mêmes que pour l'amplification. Toutes les séquences < forward > et << reverse >> ont
été assemblées puis nettoyées à I'aide du logiciel Sequencher 5.0. Les séquences
obtenues ont été comparées aux séquences dans BOLD ainsi que dans GENBANK
pour leur identifrcation. Un BLAST (Basic Local Alignement Search Tool) a été
réalisé pour chaque séquence obtenue (Altschul, Gish, et Miller, 1990). Cette approche
simple consiste en l'utilisation d'un score de similarité brute pour déterminer le plus
proche voisin, en l'occurrence I'espèce, de la séquence investiguée (DeSalle, Egan, et
Siddall, 2005). Dans le cas présent, seuls les scores de similarité supérieurs à98Yo ont
été considérés. Ainsi, les séquences démontrant moins de 98Yo de similarité avec la











































































































































































































































































































































































































































































































Au total 80 morpho-espèces réparties en 12 phylums et sous-phylums ont pu être récoltées des 6
collecteurs immergés au site The Wolves en 2010. Dû à des problèmes liés à la préservation des tissus,
une de ces espèces a été ignorée. De ces 80 espèces analysées, 72 ont pu être identifiées au rang
d'espèce selon leur morphologie, les 8 autres ayantété attitré à un nom fictif (ex: amphipode sp.4). La
moitié des espèces recensées (52%) appartenait à deux principaux groupes, soit les crustacés et les
mollusques. C'est aussi parmi ces deux groupes d'invertébrés qu'à été dénombré le plus grand nombre
d'espèces (mais non la plus grande proportion ; 17% et26Yo respectivement du nombre total d'espèces)
n'ayant aucune séquence génétique dans les bases de données. Le groupe des annélides est de loin celui
où la plus grande proportion (43% de toutes les espèces recensées) d'espèces n'a pu être associée à une
séquence ADN dans I'une des deux bases de données utilisées.
1.3.1 Amplification de I'ADN
Au total, I'ADN de 72 espèces (91% de toutes les espèces récoltées) a pu être amplifté au moins
une fois avec succès. L'amplifrcation de I'ADN de toutes les espèces a pu être réalisée chezla majorité
des groupes à l'exception des crustacés, des mollusques et des annélides. Les quatre espèces de
crustacés pour lesquelles l'amplification a échoué sont des amphipodes de très petite taille dont les
quantités d'ADN ont pu être insuffisantes. L'ADN d'une seule espèce de mollusque n'a pu être amplifié
(Margarites helicius) tout comme dans le cas des annélides Spirorbis spp.
Le gène nucléaire 18S a permis d'amplifier I'ADN d'un plus grand nombre d'espèces de
crustacés, de tuniciers et de cnidaires tandis que le gène CO1 a mieux fonctionné chez les bryozoaires,
les poissons et les annélides. Pour tous les autres groupes, le succès d'amplification des deux gènes est
très similaire.
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Tableau 2. Tableau récapitulatif des succès d'amplification des fragments de gène COI et 18S
pour chaque groupe d'invertébrés
Identiflrcations specifrque s Especes séquencées
Espèces récoltées Nb morpho-especes
Nb espèces génétique




























































































Une séquence génétique a été obtenue pour 80% de l'ensemble des espèces récoltées tandis que
90% des individus ont pu être identifiés au niveau de I'espèce à I'aide de clés d'identification
morphologique (Tableau 2). Une séquence génétique a été obtenue chez 15 espèces de crustacés sur 19,
17 espèces de mollusques sur 23, 6 espèces de bryozoaires sur 8, 4 espèces d'annélides sur 6, 3 espèces
de cnidaires sur 4 et I espèce d'éponge sur 2 récoltées. Dans le cas des autres groupes, 100% des
espèces récoltées ont été séquencées (échinodermes (5/5), tuniciers (7/7), némertes (1/1), poissons (3/3),
plathelminthes (l/1), chélicérates (1/1) (Tableau 2). Une séquence du gène l8S a été obtenue chez 54
espèces au total dont 43 avaient plus de 98 % de similarité avec une séquence de GenBank. Une
séquence du gène COI a été obtenue chez seulement 40 espèces dont 27 avaient plus de 98% de
similarité avec une séquence de Genbank ou BOLD. Ces différences sont dues soit à I'absence de
COI
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séquences de ces espèces dans les bases de données etlou une non concordance entre les identifications
morphologiques/génétiques.
1.3.3 Concordance entre les identifications morphologiques et génétiques
De toutes les espèces récoltées et identifiées par les critères morphologiques, 62Yo ont pu être
séquencées avec succès et possèdent au moins une séquence ADN présente dans l'une ou l'autre des
bases de données utilisées (GenBank ou BOLD). Afin de comparer le pourcentage de concordance entre
les deux méthodes d'identification (morphologiques et génétiques), seules ces espèces ont été
considérées. Pour certains groupes tels les némertes, plathelminthes et chélicérates, le succès de
concordance entre les deux méthodes d'identification doit être considéré avec parcimonie puisqu'un seul
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Figure2. Concordance (%o) des identifications morphologiques et génétiques. Le nombre d'espèces pour
lesquelles il y a eu concordance entre les identifications sur le nombre d'espèces comparées est
inscrit au-dessus de chaque phvlum
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La concordance des identifications morphologiques et génétiques (COl et l8S) au rang d'espèce
pour I'ensemble des espèces séquencées et ayant une séquence connue (GenBank ou BOLD) se situe à
81 % (Figure 2).Il est à noter qu'un succès de concordance supérieur ou égal à75 % a été obtenu pour
6 phylums et sous phylums des 10 analysés et 3 d'entre eux ont obtenus 100% de concordance, soit les
crustacés, les annélides et les poissons (Figure 2).
La concordance entre les identifications morphologiques et génétiques a été < 75olo pour trois
groupes, et ces succès plus mitigés sont dû à differentes causes, certaines liées aux analyses
moléculaires et d'autres aux identifications morphologiques. D'autre part, un seul représentant par
groupe a pu être analysé dans ces phylums. Le < mismatch > de 20 %o ehez les tuniciers est dû à un
désaccord entre les méthodes pour une espèce sur cinq et est possiblement attribuable au manque de
caractères morphologiques chez les jeunes spécimens très difficiles à distinguer et à reconnaître dans les
clés d'identifications morphologiques. Il est aussi à noter que pour 2 espèces de tuniciers, la
concordance entre les identifications à I'espèce est nulle, mais elle est de 700Yo au niveau du genre. Par
ailleurs, chez les némertes et les platyhelminthes, la concordance entre les identifications moléculaires et
morphologiques basée sur un très petit nombre (1) d'espèces est de 0% (Figure 2). Dans le cas des deux
espèces appartenant à ces phylums, des scores de similarité de 99Yo nous permettent de confirmer que
les identifications de ces espèces basées sur leur séquence ADN est différente de celles réalisées par
l'observation des critères morphologiques. Le groupe des bryozoaires a été ignoré dû la mauvaise
qualité des séquences ADN obtenues suite au séquençage, ce qui témoigne des faibles pourcentages de
similarité observés (sous les 92yo), rendant l'identifrcation de ces espèces impossible (0/3).
Le seul individu appartenant aux Némertes a pu être identifié à partir de sa séquence ADN comme
appartenant à une autre espèce que celle décrite selon les critères morphologiques, expliquant l'absence
totale de concordance entre les deux méthodes d'identification (Figure 2). Selon les critères
morphologiques, ce spécimen avait été associé à un Carcinonemertes carcinophila. Toutefois, la
comparaison des séquences mitochondriale et nucléaire dans GenBank avec I'espèce C. carcinophila
démontre des scores de similarité de 84% et 87Yo respectivement, ces scores de similarité étant trop
faibles pour être associés à nos séquences requêtes. Aucune séquence appartenant à cette espèce n'aété
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retrouvée dans la base de données du Barcode of Life, mais un BLAST des fragments de gène nucléaire
(18S) et mitochondrial (COl) de cet individu réalisé dans GenBank a confirmé son identité comme étant
plutôt un Nipponemertes pulcher à 99Yo de similarité et ce, pour les deux gènes comparés (Tableau 3).
Cette espèce fréquente en effet la Baie de Fundy (EOL; http://eol.ore). Dans le cas du platyhelminthe
Pleioplana otomata, un BLAST de la séquence du gène l8S dans Genbank démontre une similarité de
99oÂ avec celle de l'espèce Notoplana australis, toutefois, la répartition géographique de cette espèce est
limitée aux côtes de la Nouvelle-Zélande (EOL; http://eol.ors). L'absence de séquence du gène l8S
pour l'espèce P. atomata dans Genbank ne permet malheureusement pas de conclure sur l'identification
de cet individu. Une comparaison des séquences du gène CO1 serait requise afin de confirmer son
identité.
1.3.4 Découverte de nouvelles séquences ADN
L'identification de 27 espèces, tous phylums confondus, n'a pu être établie à l'aide
du codebarre génétique puisqu'elles étaient absentes des bases de données utilisées pour
I'un ou l'autre des deux gènes amplifiés. Ces espèces pourraient maintenant être ajoutées à
la base de données GenBank (Figure 3).La majorité des nouvelles séquences génétiques
ont été obtenues suite à l'amplification du gène l8S (Figure 3). Une liste exhaustive de ces






Figure 3. Nombre d'espèces séquencées (gris foncé) ainsi que le nombre de nouvelles
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Tableau 3. Liste des nouvelles séquences
gène amplifié







Cras sicorophium b onellii
Eualus pusiolus
arrphipode sp. | : Pleusymtes glaber
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Eualus fabricii
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La présente étude a permis de bien répondre à un des objectifs établis au départ en
réalisant une liste des séquences ADN associées aux espèces d'invertébrés prélevées. Bien
que notre étude ait produit I'un des premiers répertoires de codebarres génétiques d'espèces
d'invertébrés de la Baie de Fundy, beaucoup de travail demeure afrn de la compléter. Il a
aussi été possible de confirmer I'utilisation du codebarre génétique comme un excellent
outil complémentaire à la taxonomie traditionnelle. En utilisant conjointement la
morphologie et les outils moléculaires, un succès d'identification de près de 99 Yo a été
obtenu pour l'identification de tous les individus récoltés lors de la présente étude, la
grande majorité était des individus matures. C'est une excellente résolution si I'on compare
aux résultats obtenus de 35 % pour l'identification de larves d'invertébrés planctoniques de
I'arctique en combinant ces deux méthodes d'identification (Heimeier et a1.,2010). Un
deuxième objectif a été atleint par la validation de la taxonomie résultat de la comparaison
des identifications basées sur la morphologie des individus et leur séquence ADN associée.
Toutefois, l'utilisation exclusive du gène mitochondrial comme outil d'identification des
invertébrés marins peut être problématique pour quelques groupes comme les mollusques et
les bryozoaires. Il est alors nécessaire d'utiliser d'autres marqueurs moléculaires en
parallèle, tels les gènes nucléaires (18S par exemple) etlou dessiner de nouvelles amorces
pour le CO1 plus spécifiques pour ces groupes.
1.4.1 Concordance entre les identifications morphologiques et génétiques
La concordance entre les identifications morphologiques et génétiques était de SlYo
pour l'ensemble groupes taxonomiques étudiés. Au total 62 % des espèces identifiées
morphologiquement n'ont pu être identifiées génétiquement, soit en raison d'un échec
d'amplification (18 %) ou de l'absence de leur séquence génétique dans I'une des deux
bases de données utilisées (20 %). Pour plusieurs espèces, seul le gène 18S a pu être
séquencé. Puisque seules les séquences du gène COl sont contenues dans BOLD, aucune
identification de ces espèces n'a pu être validée dans cette base de données. Tel est le cas
par exemple de deux espèces de crabes du genre Hyas ayant pu être séquencées uniquement
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avec le gène 18S et aucune séquence de ces espèces n'aéTé répertoriée dans GENBANK.
De plus, I'ADN nucléaire évolue moins rapidement que I'ADN^1 chez I'ensemble des
métazoaires, c'est pourquoi il s'avère parfois impossible d'identifier correctement une
espèce dû à une très grande similarité entre les séquences inter espèces au sein d'un même
genre (Hillis et Dixon, l99l; cité par Machida et Knowlton,2012). Une concordance de
100Yo a été obtenue pour les identifications d'espèces de crustacées, de poissons et
d'annélides comparées, ce qui est comparable aux résultats obtenus (95%) dans une étude
portant sur les crustacés de l'Estuaire et du Golfe Saint-Laurent (Radulovici et a1.,2009).
Une étude comparative des identifications de larves de poissons basées à la fois sur la
morphologie et leur séquence du gène CO1 a obtenu un succès de 44Yo en moyenne
comparativement aux résultats de la présente étude où 670Â des espèces de poissons adultes
ont pu être identifiés à l'aide des deux méthodes (Ko et aL.,2013).
Toutes les espèces de tuniciers recensées ont pu être séquencées avec succès (100%),
mais seulement 5 espèces sur 7 étaient présentes dans les bases de données. Des 5 espèces
de tuniciers comparées, seule Halocynthia pyrifurmis n'a pas été identifiée correctement,
ayant plutôt été reconnue comme appartenant à H. roretzi sur la base des critères génétiques
à partir du fragment de gène nucléaire 18S (Wada, 1998). Un alignement dans MEGA
version 5.1 des séquences du gène 18S des 4 individus récoltés avec les séquences des deux
espèces prélevées dans GENBANK (1{ pyrifurnis et H. roretzr) a permis de confirmer leur
identité comme H. roretzi. Dernièrement, aucune concordance n'apu être établie chez les
quatre espèces de cnidaires récoltées dû aux identifications morphologiques, une seule des
quatre morpho-espèces récoltées a été identifiée à l'espèce. Les trois autres espèces ont
toutefois pu êhe identifiées par le codebarre génétique. Dans une étude comparant les
identifications d'espèces de la sous-classe des Octocorallia par exemple, 70 Yo des morpho-
espèces ont été discriminé à I'aide du gène COl (McFadden et a1.,2011). Les deux espèces
d'éponges n'ayant été identifié au rang d'espèce n'ont pas pu être comparé selon les deux
méthodes d'identification, mais une d'entre elle a pu être identifiée comme Haliclona
oculata à partir des fragments de gène CO1 et 18S. D'autre part, aucune espèce de
bryozoaire n'a été identifiée avec succès avec la technique du codebarre. L'extraction de
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I'ADN des bryozoaires ayant été réalisée à partir d'un bout de tissu contenant plusieurs
zoïdes, il est probable que lors de la réaction en chaine par polymérase, I'ADN d'un
épiphyte ait été amplifié. Ce problème a été abordé dans une étude réalisée en 2001, au
cours de laquelle deux méthodes d'extraction et d'amplification ont été comparées (Porter
et a1.,200L). Ces auteurs ont pu démontrer que la combinaison d'une extraction d'ADNrt à
partir de tissus riches en oocytes et l'utilisation d'amorces spécifiques permet d'obtenir des
produits PCR de simple bande de la taille attendue. Il est donc tout à fait possible que les
méthodes d'extraction ou d'amplification du fragment d'ADN (utilisation d'amorces
universelles non spécifiques) utilisée dans la présente étude ne soient pas adéquates pour
les espèces appartenant à ce phylum.
1'4,2 Problèmes liés à la qualité de I'ADN, à lnamplification ou au séquençage
de I'ADN
L 'ADN.I et nucléaire des espèces recensées a pu être séquencé avec succès pour les
décapodes tandis que les difficultés sont apparues principalement chez les espèces de plus
petites tailles appartenant à l'ordre des amphipodes. Il est possible que la méthode
d'extraction de I'ADN sur colonne soit à l'origine des faibles concentrations d'ADN
observées suite à l'extraction. L'utilisation des colonnes d'extraction permet de rec,ueillir
un ADN pur qui se conservera plus longtemps, mais cette méthode donne généralement un
rendement moindre que les extractions simples qui utilisent seulement la protéinase K et un
tampon avec EDTA. Pour plusieurs espèces d'amphipodes, trop peu d'individus ont été
prélevés pour permettre de refaire une extraction sur de nouveaux spécimens. La majorité
des espèces de mollusqu es (7 4 Yo) ont pu être séquencées pour CO I et 1 8 S. Par contre, lors
des prélèvements, chaque organisme a du être identifié in vivo, et il est possible que
certains spécimens soient morts avant d'être déposés dans l'éthanol 95Yo. Certains
mollusques ont pu refermer rapidement leur opercule au contact avec l'éthanol et empêcher
une bonne préservation de leur ADN. Une exposition prolongée de I'activité enzymatique
des endonucléases provoque généralement la dégradation de I'ADN des spécimens
collectés (Walker et Sikorska,1994) et il est par la suite impossible d'amplifier de longs
fragments d'ADN (= 0SO bp et +) puisque seuls des fragments très courts sont contenus
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dans l'échantillon. Tout comme pour les amphipodes de petite taille, les concentrations
d'ADN suite à I'extraction de quelques espèces de mollusques et de polychètes étaienttrès
faibles. Une perte d'ADN, combinée à la petite taille des organismes manipulés limite
grandement les chances d'amplifier le fragment d'ADN ciblé avec succès. Plusieurs
amorces alternatives aux amorces universelles ont du être testées afin d'amplifier avec
succès le fragment de gène COl. L'amplification de I'ADN de trois espèces de polychètes
(Polypltysia crassa, Circeis spirillum et Spirorbis sp.l) a constamment échoué, malgré
beaucoup d'efforts en laboratoire. Les concentrations d'ADN très faibles dosées suite aux
extractions pourraient être à I'origine de cet échec d'amplification. Idéalement, on vise des
concentrations d'ADN variant entre 50 et 100 nglpl pour être en mesure d'obtenir de bons
résultats d'amplification. Toutefois, des valeurs comprises entre 2 et 5 ngipl ont été notées
pour les deux espèces de la famille des Serpulidae et 17 nglpl pour l'espèce restante.
Un manque de similarité entre les séquences d'amorces universelles et les séquences
de la région de I'ADN ciblée peut rendre l'amplification du fragment de gène COI plus
difficile chez certains taxons d'invertébrés marins. Les vers Serpulidae par exemple,
représentent un groupe d'espèces pour lequel les amplifrcations sont les plus difficiles à
réaliser à partir des amorces universelles, il s'avère donc nécessaire de dessiner des
amorces plus spécifiques à ce groupe (Sun er al., 2012). D'autre part, dans le cas des
mollusques, plus précisément des gastéropodes, la méthode d'extraction utilisée peut
grandement limiter le succès d'amplification. Tel que nous l'avons fait, il est recommandé
de combiner une purification à un nettoyage avec un détergent cationique comme le
bromure de cétyltriméthylammonium (CTAB) suite à l'extraction de I'ADN à partir d'un
kit d'extraction, E.Z.N.A. ou Quiagen (Huelskens et al.,20ll). Suite à de multiples échecs
d'amplification de l'ADNmt de quelques espèces, le choix s'est rapidement dirigé vers le
fragment de gène nucléaire 18S, plus conservé et donc plus facile à amplifier. Toutefois,
moins de séquences de ce gène nucléaire étaient présentes dans la base de données
GenBank. Pour certaines espèces, aucune amplification du gène mitochondrial etlou
nucléaire n'a pu être réalisée avec succès, même suite à plusieurs essais. La concordance
entre les identifications morphologiques et génétiques à l'espèce étalt de 63%;o (80% au
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niveau du genre et/ou famille) pour I'ensemble des espèces, tous les groupes taxonomiques
confondus. Il est à noter que seules 62 Yo des espèces identifiées morphologiquement ont
aussi pu être identifiées génétiquement, soit en raison d'un échec d'amplification (18 oÂ) ou
de I'absence de leur séquence génétique dans les deux bases de données utilisées (20 %).
Dans ce sens, deux espèces de crabes du genre Hyas ont pu être séquencées uniquement
avec le gène 18S et aucune séquence de ces espèces n'aété répertoriée dans GENBANK,
expliquant l'absence de concordance. Puisque seules les séquences du gène COl sont
contenues dans le Barcode of Life, aucune identification de ces espèces n'a pu être validée
dans cette base de données. L'extraction de I'ADN des bryozoaires ayant été réalisée à
partir d'un bout de tissu contenant plusieurs zoides, il est probable que lors de la réaction en
chaine par polymérase, I'ADN d'un épiphyte ait été amplifié. Ce problème a été abordé
dans une étude réalisée en 2001, au cours de laquelle deux méthodes d'extraction et
d'amplification ont été comparées (Porter et a|.,2001). Ces auteurs ont pu démontrer que la
combinaison d'une extraction d'ADN*t à partir de tissus riches en oocytes et l'utilisation
d'amorces spécifiques permet d'obtenir des produits PCR de simple bande de la taille
attendue. Il est donc possible que les méthodes d'extraction ou d'amplification du fragment
d'ADN (utilisation d'amorces universelles non spécifiques) utilisée dans la présente étude
ne soient pas adéquates pour les espèces appartenant à ce phylum.
1.4.3 Les avantages et les inconvénients des deux méthodes d'identification
utilisées
Le codebarre génétique
La plus grande contribution du codebarre génétique est de pouvoir identifier les
espèces où la morphologie est parfois insuffisante puisque les clés d'identification
morphologiques sont souvent applicable uniquement à certains stade de vie, souvent les
adultes ou encore à un seul genre (Buhay,2009; Krishnamurthy et Francis, 2012). Cette
méthode est relativement rapide et standardisée. L'approche d'Hébert et collaborateurs
permet à n'importe quel scientifique de pouvoir identifier les espèces, même s'il ne possède
aucune connaissance approfondie en taxonomie, simplement en effectuant une routine
simple en laboratoire (Bucklin et a1.,2011; Hebert et aL.,2003a). Ainsi, plus de campagnes
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de terrain peuvent être réalisées afrn d'assurer un suivi de la biodiversité malgré la
diminution constante du nombre de spécialistes en taxonomie. Par contre, lorsque I'on veut
identifier une nouvelle espèce par codebarre génétique, il est essentiel d'échantillonner le
maximum d'individus possible puisqu'une trop petite unité d'échantillonnage risque de ne
pas être représentative de I'espèce en entier, spécialement pour les taxons ayant une large
distribution géographique (Walsh, 2000). Idéalement, un minimum de 3 individus distincts
serait requis afin d'assigner un codebarre génétique à une espèce dans la base de données
(Buhay, 2009). Ce même auteur souligne que la majorité des espèces présentes dans
GENBANK ne sont représentées que par un seul individu, donc une seule séquence ADN.
Ce problème est d'autant plus grave si l'identification morphologique de ce spécimen est
eronée. Plusieurs séquences présentes dans la base de données GENBANK démontrent
certaines eneurs, rendant parfois impossible une identification précise de la séquence cible
(Harris, 2003). Le BOLD est une base de données libre d'accès, très standardisée dans les
exigences de soumissions des séquences et pouvant être corrigée par les taxonomistes à
n'importe quel moment, ce qui représente un outil plus avantageux que GenBank (Harris,
2003; cité par Radulovici et a1.,2010). Ainsi, le codebarre génétique ne représente pas une
méthode d'identification parfaite, elle possède aussi certaines limites comme la possibilité
d'amplifier un organisme contaminant l'échantillon avec les amorces universelles ou la
présence éventuelle de pseudogènes fNuclear Mitochondrial pseudogenes (NUMTs)]
(Buhay, 2009; Porter et al., 2001). Les NUMTs sont des copies non fonctionnelles de
l'ADN.t incorporées dans le génome nucléaire (Bensasson et al.o 2001). En utilisant les
amorces universelles proposées par Folmer (1994),les NUMTs peuvent facilement être
coamplifiés avec I'ADN.1 orthologue (Song et al., 2008). Il peut s'en résulter une
surestimation du nombre d'espèces, mais aussi entrainer une identification incorrecte, ce
qui devient très problématique pour l'utilisation du codebarre génétique (Moulton et al.,
2010; Song et al.,2008). Une plus grande présence de NUMTs a été rapportée chez les
arthropodes, principalement chez les insectes (Bensasson et aL.,200I; Hazkani-Covo et al.,
2010). De plus, l'initiative du CodeBare de la vie (IBOL) requiert l'utilisation unique du
gène mitochondrial (COl), diminuant le nombre d'espèces pouvant être séquencées,
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puisque le fragment de gène mitochondrial s'avère parfois très difficile à amplifier chez
certaines espèces. L'utilisation unique du codebarre génétique ne permet pas à ce jour
d'effectuer un suivi complet (assigner un nom d'espèce à chaque individu) de la
biodiversité marine d'une région donnée puisque plusieurs espèces n'ont pas encore de
codebarres génétiques. Il est toutefois possible d'utiliser les données génétiques pour
répertorier la biodiversité en termes de nombre d'espèces présentes même si on ne connaît
pas leur identité morphologique. Dans ce cas, l'utilisation de < molecular operational
taxonomic units > (MOTUs) permet de calculer la richesse spécifique de chaque échantillon
en déterminant le nombre de séquences en-deçà d'un certain seuil de similarité
préalablement déterminé par l'auteur sans avoir recours aux identifications morphologiques
(Laforest et aL.,2013; Powers et a|.,2011).
L u toxo n omie tr aditio nnell e
La présente étude ne permet pas de démontrer de façon définitive si la morphologie
offre de meilleurs résultats que le codebarre génétique puisque seules les espèces
identifiables morphologiquement ont été retenues. Il serait important de vérifier dans quelle
mesure cela peut biaiser les mesures de biodiversité. Dans le cadre du présent exercice, un
plus grand nombre d'espèces ont pu être identifiées à l'aide de la taxonomie traditionnelle
(n:72) comparativement aux identifications génétiques (n:50). Les 50 espèces identifiées à
l'aide du codebarre génétique correspondent aux espèces séquencées ayant aussi un
codebarre génétique associé. Ces dernières ont été limitées par des problèmes
d'amplifications etlou de séquençage. Il serait possible de mettre au point des amorces plus
spécifiques pour les groupes plus difficiles. Que ce soit lors d'un recensement de la
diversité des macroalgues à Churchill au Manitoba ou encore celui d'insectes présents dans
3 cours d'eau des montagnes rocheuses du Colorado, le codebarre génétique a permis
d'identifier davantage d'espèces potentielles, soit des groupes génétiques que les
identifications basées sur la morphologie des espèces uniquement (Gill et al., 2014;
Saunders et McDevit,2013). La taxonomie requiert aussi beaucoup plus de connaissances
sur l'emploi des clés d'identification et sur les caractères morphologiques propres à chaque
espèce, mais elle demeure plus rapide lorsque I'identificateur sait reconnaitre la majorité
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des espèces. Beaucoup d'individus appartenant à la même espèce peuvent être identifiés
rapidement alors qu'avec le codebarre génétique, I'ADN de chaque individu doit être
extrait, amplifié puis séquencé. Diverses limites de la taxonomie morphologique ont
toutefois été soulevées par Hebert et ses collaborateurs (Hebert et al., 2003a ; Pires et
Marinoni, 2010). Ils mentionnent entre autre que la plasticité phénotypique de certains
caractères permettant l'identification des espèces peut parfois mener à une identification
erronée. Parallèlement, la taxonomie morphologique ne permet pas la distinction des
espèces cryptiques. De plus, selon la rigueur et I'expérience de l'identifrcateur, il y a
davantage place à I'interprétation lors de l'identifrcation, principalement dans le cas des
individus immatures. Toujours selon ces auteurs, I'identification d'espèces appartenant à
certains groupes taxonomiques comme les polychètes par exemple, ne peut être réalisée que
par des taxonomistes spécialisés dans ces taxons.
L'utilisation d'une seule méthode d'identification ne doit pas être une fin en soi, elles
doivent plutôt être combinées afin d'obtenir davantage de rigueur quant aux identifications
effectuées (DeSalle et al., 2005). Ces deux techniques d'identification possèdent des
avantages et des inconvénients. Ainsi, il serait idéal d'unir ces deux techniques
d'identification afin d'optimiser le nombre d'espèces recensées. De la sorte, seules les
espèces possédant des caractères morphologiques plastiques, les individus associés à de
jeunes stades larvaires et ceux trop endommagés pour permettre l'identification à partir de
leurs caractères morphologiques pourraient être identifiés à I'aide du codebarre génétique.
La morphologie demeure souvent le moyen le plus rapide et le moins coûteux, à condition
d'avoir recourt à un taxonomiste d'expérience. Dans le cas présent, elle a permis d'estimer
l'abondance de chaque espèce et l'identification d'un plus grand nombre d'espèces que le
codebarre ADN classique, mais elle requiert l'acquisition de connaissances plus
spécialisées sur la morphologie des espèces étudiées. Les deux études comparatives citées
ci-haut démontrent que le codebarre génétique semble plus sensible aux divergences
interspécifiques que la morphologie.
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1.4,4 Vers le codebarre environnemental
Afin d'optimiser l'utilisation des collecteurs comme outil de suivi de la biodiversité
marine, il pourrait être intéressant de travailler au développement du codebane
environnemental. Cette technique permet l'identification simultanée de toutes les espèces
contenues dans un collecteur tandis qu'à l'aide de la méthode de séquençage de Sanger,
telle qu'utilisée dans le présent ouvrage, les espèces ont été identifiées un individu à la fois.
Ce nouvel outil a d'abord été étudié chez les communautés de bactéries et de virus, ainsi
que sur des espèces d'insectes de milieu lacustre (Alhamlan et a1.,2012;Hajibabaei et al.,
2011; Liu et a1.,2012). Cette technique requiert beaucoup moins de manipulations en
laboratoire, mais davantage de traitement bioinformatique. Hajibabaei et ses collaborateurs
en 2011 ont pu démontrer que seules les espèces communes pouvaient être identifiées,
laissant dans l'inconnu la majorité des espèces plus rares. La présence de ces espèces peut
s'avérer primordiale lors d'analyses statistiques visant à connaître la structure des
communautés benthiques étudiées. Afin de contrer à cette lacune, un couplage de divers
marqueurs moléculaires (COl, 18S et l65) peut être employé (Creer et a1.,2010). Ayant
déjà acquis les séquences de plusieurs espèces de la région à l'étude, il pourrait être très
utile de compléter cette base de données dans l'optique de mettre au point la méthode du
séquençage environnemental Qrlext generation sequencing).
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1.5 CoxcLusrox
Les deux méthodes d'identification utilisées dans la présente étude sont efficaces et
complémentaires. D'ailleurs les concordances d'identifications obtenues suite à une
comparaison des résultats des deux méthodes ont été très satisfaisantes. D'autre part, il a
été démontré dans ce présent ouvrage que le codebarre génétique peut être un complément
très intéressant permettant l'identification d'espèces qui ne peuvent être identifiées sur la
base de caractères morphologiques. Dans l'optique d'assurer un suivi de la biodiversité
marine, le but est d'identifier le plus grand nombre d'individus présents dans les collecteurs
afin d'étudier toute modification des communautés benthiques avec succès. Ainsi, en alliant
ces deux méthodes, on augmente la frabilité du suivi et tous les changements s'effectuant
dans la structure des communautés peuvent alors être décelés rapidement. La majorité des
individus devrait donc être identifiée à I'aide des clés d'identification et les organismes
restants selon leur empreinte génétique. Il serait très intéressant de réaliser simultanément
un recensement basé sur les MOTUs afin de pouvoir comparer le nombre d'espèces
présentes dans les collecteurs selon la génétique avec le nombre de < morpho-espèces >.
CHAPITRE 2
EFFET DE DEUX TYPES DE SUBSTRATS SUR LE RECRUTEMENT DES
ESPECES BENTHIQUES ENDEMIQUES ET DE L'ESPECE
ALLOCHTONE ClONl INTESTINALIS
2.I INTRODUCTION
Il est généralement admis que la biodiversité contribue à la stabilité des écosystèmes
marins en leur permettant de résister aux differentes perturbations auxquelles ils doivent
faire face (Valdivia, 2008). La biodiversité remplit differentes fonctions au sein des
écosystèmes en participant entre autre au recyclage des nutriments et à l'élimination des
déchets, et elle assure différents bénéfices écologiques et économiques dont profitent
grandement les populations humaines (Kaiser et al., 2005). La perte ou la destruction des
habitats côtiers, la surexploitation des ressources et la construction de structures qui
contribuent à la prolifération d'espèces allochtones sont autant de menaces contribuant aux
pertes de biodiversité marine (Airoldi et a|.,2008; Archambault et a|.,2010; Clynick et al.,
2009; Gray,1997; O'Hara et a1.,2010). Les environnements côtiers, en particulier, sont de
plus en plus affectés par les activités humaines qui entraînent des pertes de biodiversité
marine considérables (Clynick et a|.,2009). Les habitats de substrat rocheux sont parmi les
systèmes les plus diversifiés et les plus productifs des zones tempérées, mais ils peuvent
aussi être très rapidement dégradés par les activités humaines (Airoldi et a1.,2009),
L'urbanisation des côtes rocheuses entraîne obligatoirement un changement au
niveau des infrastructures bordant la côte. Les installations humaines, telles les quais, les
marinas tout comme les murs de protection de la oôte représentent de nouveaux espaces à
coloniser pour les espèces marines et peuvent être considérés comme des substrats
artificiels (Airoldi et aL.,2009). De plus, ces structures anthropogéniques offrent un refuge
souvent exempt de prédateurs pour les espèces exotiques, contribuant ainsi à
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l'établissement de ces communautés généralement indésirables (Bax et al., 2003).
Parallèlement, les communautés natives doivent entrer en compétition avec ces espèces
nouvellement arrivées, soit pour les nutriments, dans le cas des organismes filtreurs par
exemple, soitpour I'espace disponible (Davis,2009). Les espèces sessiles de substrats durs
sont particulièrement vulnérables à la perte d'espace puisqu'elles demeurent confinées à un
seul et même endroit dès leur métamorphose.
2.1.1 Comportement larvaire pré-métamorphose
Pour les animaux sessiles, le choix du site de colonisation est une action capitale
puisqu'ils passeront leur vie post-métamorphose fixé à cet endroit. Chaque larve tente donc
de repérer un site de colonisation assurant sa survie. Le choix du site de colonisation est
influencé par les apports nutritifs du milieu, les conditions physico-chimiques, ainsi que le
potentiel de rencontres avec les proies ainsi que les prédateurs (Jenkins et a|.,2009). Ainsi,
les larves planctoniques adoptent différents comportements lors de la colonisation afin de
repérer un habitat pouvant assurer leur survie, leur croissance et éventuellement leur
reproduction (Jenkins et a1.,2009). La larve de plusieurs espèces peut retarder, dans une
certaine mesure, sa métamorphose en juvénile jusqu'au moment où elle aura repéré un
substrat qui lui assurera un bon <fitness > (Hadfreld et Paul, 2001; Walters, 1992).
Plusieurs inducteurs de la métamorphose chez les invertébrés marins de substrat rocheux
ont été répertoriés, inducteurs qui sont liés à la nature physico-chimique du substrat, la
composition du biofilm qui recouvre le substrat ainsi que la présence d'individus de la
même espèce, de proies ou de prédateurs (Hadfield et Paul, 2001; Pawlik,1992; Rodriguez
et al., 1993; Sebens, 1985; Zafius et aL.,2008).
2.1.2 Ciona intestinalis, une espèce envahissante
Ciona intestinalis est une espèce de tunicier introduite de l'Europe du Nord et les
premières observations de l'espèce en dehors de son aire d'origine ont d'abord été réalisées
sur la côte Ouest de l'Amérique du Nord autour des années l9l0 (Zhan et a1.,2010). Selon
ces auteurs, on retrouve cette espèce aujourd'hui dans pratiquement toutes les mers du
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monde, incluant les côtes Est et Ouest de l'Amérique du Nord. Les espèces de tuniciers
exotiques peuvent rapidement modifier la structures des habitats côtiers en formant des
peuplements très denses (Rius er al., 2010). L'ascidie solitaire C. intestinalis est une
espèce hautement compétitrice puisqu'elle est très tolérante aux fluctuations de la salinité et
de la turbidité, elle a une croissance rapide, atteint sa maturité rapidement et démontre
souvent une très forte fecondité (Blum et a1.,2007; Carver et a1.,2003,2006; Zhan et al.,
2010). Les ascidies comme Ciono colonisent majoritairement les structures verticales où les
macro prédateurs (crabes, oursins verts, etc.) sont absents et ne peuvent limiter leur
prolifération (Dumont et a\.,2011). Plusieurs études traitant des effets de la biodiversité sur
le succès d'invasion de Ciona ou autres tuniciers envahissants ont été réalisées à l'aide de
panneaux de PVC, de céramique ou de verre et ont démontré une relation négative entre la
richesse spécifique des espèces natives et le succès d'invasion d'espèces non-natives (Clark
et Johnston,20ll; Nydam et Stachowicz,2007; Stachowicz et al., 7999,2002; Valdivia,
2008). Ces panneaux ne représentent pas un substrat naturel, la surface étant trop homogène
et lisse (Davis, 2009). Par contre, ils sont très utiles pour effectuer des études comparatives
puisque l'effet de la nature du substrat peut être éliminé (Davis, 2009).
2.1.3 Hypothèse d'Elton (1958)
L'hypothèse de base quant au succès d'invasion est I'une des plus anciennes
généralisations émises sur la résistance des communautés face aux invasions. Elle soutient
que les communautés les plus diversihées devraient être plus résistantes face à I'invasion
(Benedetti-Cecchi, 2006; Kennedy et al., 2002; Stachowicz et al., 1999, 2002). Par
exemple, la diversité spécifique d'une communauté peut diminuer le recrutement ainsi que
la fixation des larves de l'espèce exotique envahissante. C'est pourquoi, selon cette
hypothèse, un milieu très diversifié devrait être plus stable puisque la variabilité des
espèces natives composant cette communauté permet de mieux résister aux perturbations




Un programme a récemment été développé visant à effectuer un suivi de la
biodiversité marine de quatre régions du sud-ouest de la Baie de Fundy, certaines ayant été
identifiées par Pêches et Océans Canada comme étant des Zones d'Importance Écologique
et Biologique (ZIEB) (MPO, 2011). Par ce programme, nous avons testé I'utilisation de
<< collecteurs > (91 x 61 cm avec des mailles de 37 mm) pour évaluer Ia biodiversité des
invertébrés marins colonisant les substrats rocheux dans la zone subtidale peu profonde
(entre I2,5 et16,7 m).
Dans la présente étude, un premier objectif sera de valider I'utilisation des galets de canière
comme substrat dans ces collecteurs :
Comparer le recrutement des espèces endémiques et de I'espèce envahissante Ciona
intestinalis sur des galets naturellement colonisés dans la zone intertidale et sur des
galets dénudés d'organismes provenant d'une carrière.
Un deuxième objectif sera de vérifier la théorie d'Elton (1958) sur la résistance à
l'invasion, en vérifiant si le recrutement de l'espèce allochtone Ciona intestinalis est limité
par la biodiversité du milieu :
Comparer les données d'abondances de C. intestinalis recensées en 2009,2010 et




2.2,1 Les particularités de la Baie de Fundy
La Baie de Fundy représente une région très riche et productive comprenant des
écosystèmes très diversifiés et importants pour la pêche et le tourisme (Archambault et al.,
2010). Dû à sa forme en entonnoir et à sa profonde bathymétrie, la Baie de Fundy offre les
plus grandes amplitudes de marée au monde, pouvant parfois avoisiner les 17 mètres (56
pi) de marnage dans la partie nord de Minas Basin (Trujillo et Thurman, 2008). La grande
diversité et productivité de cette région sont principalement attribuables à la force de
l'hydrodynamisme observable à chaque cycle de marée, participant au mélange de la
colonne d'eau (Thomas, 1983). À chaque marée descendante, l'eau tend à se retirer de la
Baie, alimentant en nutriments les côtes du Sud-ouest. En contrepartie, la biodiversité de
cette région de la Baie de Fundy est aussi soumise à une menace de la part de I'industrie
aquacole marine par les rejets sous forme de feces ou de nourriture en excès ainsi que la
présence de biocides pouvant limiter la croissance et la survie des organismes benthiques
(Pohle et a|.,2001). Une étude portant sur les effets biologiques de trois pesticides réalisée
en laboratoire a permis de démontrer les conséquences de leur utilisation, principalement
sur le comportement des homards et des crevettes. Les traitements ont montrés des
comportement subléthaux et les pesticides ont modifié la reproduction des homards adultes
femelles (Homarus americanus) (Buridge, 2013). Énormément de compagnies
d'aquacultures de salmonidés ont vu le jour dans cette région depuis les années 1980
(Anderson, 2007). Une étude réalisée de 1994 à 1998 dans la Baie de Fundy a permis
d'attribuer à la production aquacole des pertes de biodiversité à l'échelle locale (Pohle el
a|.,2001). Afin de préserver ces écosystèmes diversifiés, il est primordial de développer
des outils permettant d'effectuer un suivi efficace de la biodiversité des organismes
benthiques marins.
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2.2.2 Région et zone d'étude
La région à l'étude est située dans le sud-ouest de la Baie de Fundy au Nouveau-
Brunswick, près de l'Île de Grand Manan. Cette région se divise en quatres zones
principales : Beaver Harbour, Passamaquoddy Bay, West Isles et The Wolves (Figure 4).
Trois de ces zones (toutes sauf Beaver Harbour) ont récemment été désignées comme des
Zones d'Importance Écologique et Biologique (ZIEB) par Pêches et Océans Canada (MPO,
20lI). Mon projet fut réalisé dans la zone Beaver Harbour, à cause de I'abondance de
Ciona intestinalis ainsi que du dénivelé intertidal plus abrupte qui a permis au bateau de
relever les collecteurs remplis de galets de l'intertidal.
Figure 4. Localisations des collecteurs déployés à Beaver Harbour (West
Lighthouse) en 2011. Les cercles verts et oranges représentent
respectivement les collecteurs remplis de galets de carrière et ceux remplis





.rJq(/a 4 Google Earth (2013)
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Afin de valider l'utilisation de galets de carrière comme substrat dans les collecteurs,
le recrutement des espèces d'invertébrés benthiques a été comparé sur des galets de carrière
ainsi que sur des galets prélevés dans la zone intertidale. La répartition des collecteurs est
présentée en figure 4, les cercles verts et orange représentent les collecteurs remplis de
galets de carrière et de galets de la zone intertidale, respectivement. La relation entre la
diversité spécifique des collecteurs et l'abondance de C. intestinalis a été quantifiée pour
les collecteurs déployés en20l1 pour la présente étude, ainsi que pour ceux déployés dans
cette même zone en 2009 et 2010 pour d'autres études.
2,2.3 Échantillonnage
Vingt collecteurs (91 x 6l x 15 cm) remplis de galets (diamètre = l0 cm) ont été
submergés dans la zone subtidale peu profonde (entre 12,5 -16,7 m) au site Beaver Harbour
(West lighthouse) du 19 mai au 22 octobre 2011 (Figure 4). Chaque collecteur a au
préalable été relié à une bouée puis divisé en 3 sections et seuls les galets de la section
centrale ont été prélevés puisqu'une
étude antérieure avait confirmé
I'absence de différence entre
l'analyse de la portion centrale
uniquement comparativement à la
totalité des galets contenus dans
chaque collecteur (Figures 5 et 6).
Dix de ces collecteurs ont été
remplis de galets exempts
d'organismes vivants provenant
d'une carrière, qui sont
normalement utilisés dans le cadre
de ce programme, alors que les l0
autres ont été remplis de galets colonisés par les invertébrés de la zone intertidale
inférieure. Pour ce faire, lors d'une grande marée basse (hauteur intertidale : 0,1 m), les l0
Photo : Cneg Wittig (2012)
Figure 5. Exemple d'un galet tiré aléatoirement dans
la section centrale pour effectuer le
décompte des organismes encroûtants.
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collecteurs ont été remplis directement dans la zone intertidale, juste à la limite de la zone
subtidale, puis ils ont été laissés sur place jusqu'à ce que la marée ait remonté. À ce
moment, les vingt collecteurs ont été remontés sur le bateau pour procéder à leur
déploiement aléatoire sur le site d'étude (Figure 4). Les coordonnées (longitude et latitude)
ont été notées ainsi que la profondeur de chaque collecteur déployé en mer. Les collecteurs
ont été récupérés 5 mois après leur mise à I'eau et ont été conservés pendant deux jours à
l'extérieur, le temps requis pour récupérer les échantillons de tous les collecteurs. Le
contenu de 4 collecteurs n'a pas été examiné, du à la lourdeur du travail, et aussi puisque
les différences entre traitements (substrat artificiel vs naturel) étaient déjà très évidentes
suite à l'analyse des 16 premiers collecteurs.
Lors du remplissage des collecteurs avec les galets prélevés dans la zone intertidale,
16 autres galets ont été rapportés au laboratoire afin de caractériser les communautés
benthiques présentes au temps 0 de l'expérience. L'abondance des espèces a ensuite été
extrapolée à 31 galets afrn de pouvoir comparer cet assemblage avec ceux des collecteurs.
2.2.4 Traitement des collecteurs
Pour chaque collecteur, une observation globale a premièrement été réalisée qui a
permis le prélèvement de certaines informations, telles le numéro de la cage, la date, le
traitement associé au collecteur, sa condition (bonne ou endommagée) ainsi que la présence
de sédiments à I'intérieur de la cage (minimale, partielle ou complète). Un exemple de
feuillet de tenain a été ajouté en annexe III de ce document. Afin de déterminer
l'abondance des organismes encroûtants, 5 galets sélectionnés de façon semi-aléatoire (les
galets étaient comptés à mesure qu'ils étaient prélevés du collecteur et ceux correspondants
aux 5 nombres aléatoires tirés préalablement étaient conservés) ont été prélevés de la
section centrale de chaque collecteur (Figures 5 et 6). Tous les organismes visibles sur ces
galets, à I'exception des invertébrés encroûtants, ont d'abord été séparés avec précaution.
De retour au laboratoire, un décompte des organismes encroûtants (bryozoaires,
Spirorbidae, balanes et Anomiidae) aété réalisé. Les abondances de chacune des espèces
ont ensuite été ajustées, pour chaque collecteur séparément, en fonction du nombre total de
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galets contenus dans la portion centrale du collecteur.Latotalité des galets restants dans la
section centrale (entre 21 et 38 galets/collecteur) a été déposée dans un bassin d'eau de mer
et délicatement nettoyée à l'aide de pinces à dissection pour retirer et recenser les
organismes attachés. Suite au nettoyage de tous les galets de la section centrale, le plateau
maillé inférieur (Figure 6) a été retiré et mis dans l'eau de mer pour conserver la
macrofaune présente. À la fin de ce processus, l'eau contenue dans le bassin a été filtrée
dans un tamis de maille de 500 pm. Le contenu du tamis a été conservé dans l'éthanol
anhydre pour fixer I'ADN (chapitre l).
Photo : Greg Wittig (2012)
Figure 6. Exemple d'un collecteur divisé en 3 sections (image de droite) et du
plateau de maille inférieur retrouvé au fond de chaque collecteur (image
de gauche) utilisé lors de l'échantillonnage d'octobre 2011.
2.2.5 Identification et mesures des invertébrés
Les organismes ont été triés au hasard, et seuls les 20 à 30 premiers individus de
chaque espèces ont été mesurés afin d'avoir une distribution des tailles représentative des
populations prélevées. Les organismes ont été mesurés à l'aide d'une règle micrométrique
et identifrés à partir de differentes clés d'identification et de la taxonomiste Marie-Josée
Maltais, en collaboration/validation des identifications avec Gerhard Pohle de I'Atlantic
Reference Center (ARC).
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2.2.6 Analyses statistiques et traitement des données
Les données d'abondance des espèces notées sur les 16 galets de la zone intertidale
au temps 0 ont été extrapolées selon le nombre de galets contenus dans chaque collecteur
puis soustrait des valeurs d'abondances suite aux 5 mois de submersion. Cette soustraction
a été réalisée afin de retirer I'effet des communautés de départ présentes sur les galets de
I'intertidale au temps : 0 de l'expérience et de comparer uniquement le recrutement
observé sur les deux types de substrat pendant l'expérience. Une visualisation graphique de
la structure des communautés basée sur le coefficient de similarité Bray-Curtis a ensuite été
réalisée par la méthode de positionnement multidimensionnel non-métrique [Multi-
dimensional scaling (MDS)1. Cette représentation bidimensionnelle permet de visualiser les
différences de similarité sous forme d'une distance non-métrique. Ainsi, les collecteurs
dont la composition est plus similaire se retrouvent plus près I'un de I'autre sur le
graphique tandis que les collecteurs de composition différente seront plus éloignés l'un de
I'autre. Le < coefficient de stress >> de Kruskal permet de déterminer à quel point la
visualisation bi-dimensionnelle obtenue est fidèle ou non ù la réalité multidimensionnelle
des données; un coefficient supérieur ou égal à 0,2 est généralement jugé trop élevé
indiquant une représentation graphique faible, tandis que sous 0,1 la représentation
graphique est considérée suffisamment juste (Clarke et Warwick, 2001; Kruskal, 1964).
Dans un deuxième temps, une analyse de similarité (ANOSIM) a été pratiquée afin de
confirmer si les différences inter-traitements (substrat) apparentes lors de la visualisation
graphique étaient statistiquement significatives. L'analyse de similarité permet de tester si
les variations observées entre les réplicats d'un même traitement sont significativement
moins importantes que celles observées entre les traitements eux-mêmes (Clarke et
Warwick, 2001). Une série d'ANOSIM a été répétée sur les données suite à diverses
transformations (racine canéeo transformation logarithmique et matrice présence/absence)
afin d'évaluer si l'effet du type de substrat demeure significatif à mesure que I'on accorde
graduellement moins d'importance aux espèces les plus abondantes et relativement plus
d'importance aux espèces les moins abondantes. La contribution de chaque espèce à la
dissimilarité observée suite à I'ANOSIM a ensuite été évaluée à I'aide d'une analvse de
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similarité par pourcentage (SIMPER) (Clarke et Warwick, 2001). Toutes les analyses
multivariées ont été réalisées à I'aide du logiciel PRIMER v5 (Clarke et Warwick, 2001).
Ces mêmes analyses ont aussi été pratiquées sur les données de < settlers > et < crawl-ins >
séparément, afin d'évaluer la structure des communautés benthiques associées. Les
< settlers )) sont les individus qui ont colonisé le substrat en tant que larve alors que les
< crawl-ins ) sont les individus qui se sont déplacés à l'intérieur des collecteurs suite à leur
métamorphose. Chaque individu a du être pris en compte selon la distribution des tailles de
chaque espèce et à l'aide du protocole de détermination des << settlers > (voir ANNEXE IV).
Des analyses univariées (Test de Mann-Whitney, Test de Student, Test de Wilcoxon
pour échantillons appariés) ont aussi été réalisées afin de déterminer si le type de substrat a
influencé le recrutement de l'espèce allochtone Ciona intestinalis et si l'abondance des
espèces recensées était significativement différente entre les deux types de substrats.
Finalement, un test de conélation de Pearson a permis de vérifier si l'abondance de C.
intestinalis était corrélée à la diversité spécifique retrouvée dans les cages déployées à
Beaver Harbour en 2009 , 2010 et 20 I 1 . Les analyses univariées ont été réalisées à l'aide du
logiciel JMP 10 et IBM SPSS Statistics22.
2.3 Rnsulrars
La composition des communautés de départ (Temps : 0) sur les galets de la zone
intertidale a été déterminée à partir de 16 galets prélevés au moment du remplissage des
collecteurs du substrat naturel. L'abondance de chaque espèce identifiée a été extrapolée à
n galets (n : nombre de galets par collecteur) à des fins de comparaison avec l'ensemble
des collecteurs déployés, ceci en assumant qu'il existe une relation linéaire entre le nombre
de galets examinés et l'abondance des organismes. Les 5 espèces les plus abondantes
étaient les vers polychètes Circeis spirillum et Spirorbis spirorbis ainsi que la moule bleue,
Mytilus edulis/trossulus,I'acmée Testudinalia testudinalis et Littorina saxatilis (Figure 7).
Les distributions de tailles des espèces ayant été mesurées confirme que les individus

















FigureT. Histogramme d'abondancetotale des espèces présentes sur les 16 galets delazone
intertidale au Temps 0 de I'expérience (avant l'extrapolation).
Au total, 243 espèces ont été identifiées dans les 16 collecteurs déployés àBeaver
Harbour. L'abondance des individus variait grandement d'une espèce à l'autre, allant d'un
seul représentant chez 51 espècesjusqu'à 14 420 et38 761 individus pour les deux espèces
les plus abondantes, Anomia simplex et Circeis spirillum respectivement (deux espèces
encroûtantes). Plusieurs espèces (67 %) ont été recensées à la fois dans les collecteurs avec
substrat naturel et artificiel, tandis que seulement 16 oÂ d'entre elles furent retrouvées
exclusivement sur les galets dénudés d'organismes et 17 % uniquement sur les galets
colonisés dans la zone intertidale. Fait important à mentionner, les espèces les plus
abondantes ont été retrouvées à la fois sur les deux types de substrats et très peu de
différences en termes d'abondance ont pu être notées entre les deux substrats (Figure 8).
Les espèces qui furent seulement retrouvées sur un des deux substrats étaient les espèces
les moins abondantes, variant de un à six individus au total dans les huit collecteurs d'un
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2.3.1 Structure des communautés de la macrofaune benthique
La représentation graphique (MDS) des données non transformées démontre une
ségrégation nette des collecteurs associés à chacun des deux types de substrat (Figure 9).
Les collecteurs ayant été remplis de galets prélevés dans la zone intertidale sont regroupés
entre eux tandis que les autres, remplis de galets de carrière, forment un deuxième groupe
bien distinct. Le coefficient de stress de 0,1 confirme que ceffe représentation visuelle se
rapproche de la similarité multidimensionnelle réelle des collecteurs (Kruskal, 1964).
iæEltFiail
ia Arlifciel :jl Nslurci :
Figure 9. Représentation spatiale non-métrique (nMDS) de la composition des communautés
observées dans les collecteurs remplis de galets de carrière (artificiel) et de galets de
la zone intertidale (naturel) à partir des données non transformées (panneau du-haut à
gauche ; coefficient de stress: 0,1) et d'une matrice de présence/absence (panneau de
droite; coefficient de stress:0,16). Les abondances d'espèces encroûtantes à T:0
ont préalablement été soustraites des abondances finales notées sur les galets naturels
Le collecteur #108, rempli de galets de carrière, se trouve à une distance relativement
grande de tous les autres collecteurs, suggérant que l'assemblage des communautés
benthiques retrouvé dans ce collecteur est different de tous les autres collecteurs déployés.
Suite a une comparaison visuelle du contenu des collecteurs, il semble que des abondances
beaucoup plus importantes de Caprellidae, d'Aeginina longicorms, aussi de la famille des
Caprellidae ainsi que de moules bleues (Mytilus edulis/trossulus) remarquées dans ce




































collecteur pourraient potentiellement être à l'origine de la distance métrique exprimée. Bien
que la ségrégation entre les collecteurs naturels et artificiels soit bien évidente elle n'est pas
complète, et le contenu du collectew #176, ayant été rempli de galets de la zone intertidale,
semble davantage similaire à ceux chargés de galets de canière. Toutefois, ces differences
peuvent être simplement le reflet de la variabilite naturelle.
La répartition spatiale bidimensionnelle non métrique (nMDS) des collecteurs basée
sur les données présence/absence ne démontre plus une ségrégation prononcée des
collecteurs selon le traitement substrat qui leur est associé (Figure 9), tel qu'il avait été
observé lorsque l'abondance des individus de chaque espèce était considérée. Il faut noter
cependant que la valeur du coefficient de stress de Kruskal de 0,16 associée à cette figure
nMDS est quelque peu élevée, ce qui indique que la représentation graphique observée
n'est pas parfaitement fidèle à la réalité multidimensionnelle des donnés.
L'analyse de similarité (ANOSIM) effectuée sur les données non transformées
confirme qu'il y a effectivement un effet significatif du type de substrat sur la structure des
communautés retrouvées dans les collecteurs (Tableau 4). L'évolution des résultats des
analyses de similarité (ANOSIM) suite à l'application de differentes transformations
montre que seule une transformation extrême des données diminuant I'importance des
differences au niveau de l'abondance des espèces par une matrice présence-absence
démontre une diminution du R global associé à une augmentation de la valeur p au-dessus
du seuil de significativité (Tableau 4). En d'autres termes, au fur et à mesure que les
différences d'abondance des espèces dans differents traitements sont réduites par
l'entremise de transformations graduellement plus fortes, moins les différences entre ces
traitements sont prononcées. L'ANOSIM des données présence/absence révèle
effectivement que I'effet substrat est marginalement non significatif lorsqu'on considère
cette matrice de données dans chaque collecteur. Ainsi, l'identité des espèces retrouvées
dans les collecteurs n'est pas significativement influencée par le type de substrat à
coloniser, mais leur abondance I'est de façon prononcée (Tableau 4).
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Tableat 4. Résultats des analyses de similarité (ANOSIM) comparant les communautés
d'invertébrés retrouvées dans les collecteurs remplis de galets de carrière
(artificiel) et de galets de la zone intertidale (naturel) selon différentes
transformations des données






* Effet non significatif du type de substrat sur I'identité des espèces.
Au total, 4 espèces ont été responsables en grande partie de la similarité observées
entre les collecteurs de même substrat tant pour les collecteurs de substrat artificiel et que
ceux de substrat naturel. Ces espèces sont les polychètes Circeis spirillum et Spirorbis
spirorbis,le bivalve Anomia simplex et les byozoaires. Les espèces ayantle plus contribué
à la dissimilarité entre les communautés de substrat naturel et artificiel sont aussi
majoritairement des espèces encroûtantes (Tableau 5). Le polychète Circeis spirillum est de
loin I'espèce qui a le plus contribué à cette dissimilarité (39,09 %o), ayant été deux fois plus
abondant sur les galets de la zone intertidale que sur les galets de carrière. Il est aussi
important de mentionner que les deux espèces contribuant le plus à la dissimilarité entre les
substrats, C. spirillum et A. simplex, sont aussi celles qui ont contribué à la similarité entre
collecteurs d'un même substrat. De plus, le ratio de la dissimilarité sur la déviation standard
pour ces espèces confirme leur pouvoir discriminant entre les deux types de substrats
(Tableau 5). Contrairement à C. spirillum,les 12 autres espèces ayant le plus contribué à la
dissimilarité (51,04 Yo au total) entre les communautés de substrat naturel et artificiel ont











Tableau 5. Résultats de I'analyse de similarités par pourcentage (SIMPER) réalisée à partir des
données non transformées. Les espèces marquées d'un astérisque sont les seules à avoir
décrit des différences d' abondances statistiquement signifi catives
Gmupe Artificiel
Similarité moygnne : 70.29 %o
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L'abondance moyenne de 106 espèces était supérieure dans les collecteurs avec
substrat artificiel (X: 34 individus/espèce/collecteur, Écart-type: +I42) comparativement
à 100 espèces dans les collecteurs avec galets de la zone intertidale (X : 37
individus/espèce/collecteur, Écart-type : + 332). En ne tenant compte uniquement des
espèces présentes à la fois sur les deux types de substrats, 67 espèces étaient plus
abondantes sur le substrat artificiel (X:52 individus/espèce/collecteur, Écart-type: tl76)
comparativement à 54 sur le substrat naturel (X: 67 individus/espèce/collecteur, Écart-
type : t 451). Les grands écart-types observés sont dus essentiellement à I'abondance de
C. spirillum et d'A. simplex.
Les résultats du test signé des rangs de Wilcoxon établit toutefois que la difference de
I'abondance des espèces dans les deux types de collecteurs de différents substrats,
considérant exclusivement les 67 espèces retrouvées sur les deux types de substrat, n'est
pas significativement différente (Z: -1,236 ; p : 0,217) (Figure 10). Les espèces ayant été
retrouvées en abondance supérieure sur le substrat naturel étaient principalement des
espèces herbivores, en plus du polychète tubicole C. spirillum déjà mentionné (Tableau 7).
Toutefois, les résultats du test non-paramétrique Mann-Whitney confirment que ces
différences furent statistiquement significatives pour deux des cinq espèces de brouteurs,
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Différences des abondances movennes observées (Substrat Artificiel - Naturel)
Figure 10. Histogramme de fréquence des differences d'abondances moyennes par espèce observées
sur le substrat Artificiel par rapport à celles dénombrées sur le substrat Naturel (substrat
artificiel-substrat naturel). La différence 0 correspond à la valeur médiane observée (en
pointillés sur le graphique)
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2.3.2 Effet du type de substrat sur le recrutement des << settlers >> uniquement
Les représentations spatiales non-métrique (nMDS) des données non transformées et
de la matrice présence/absence pour les < settlers > exclusivement (Figure 12) sont
similaires à celles ayant été générées précédemment sur I'ensemble des données, incluant à
la fois les < settlers > (individus ayant colonisé le substrat en tant que larve) et les < crawl-
ins > (organismes rampants). Le nMDS basé sur les données non transformées démontre
une séparation plus apparente des communautés à I'intérieur des collecteurs avec cailloux
de carrière et d'intertidal, alors que le nMDS réalisé à partir de la matrice présence/absence
démontre une ségrégation beaucoup moins apparente de ces collecteurs ; il est à noter que
le coefficient de stress 0,17 pour les données présence/absence démontre que cette
organisation spatiale des données ne reproduit que sommairement la Éalité (Kruskal,
1964\.
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Figure 12. Représentation spatiale non-métrique (nMDS) de la composition des communautés
de < settlers > observées dans les collecteurs remplis de galets de carrière (artificiel)
et de galets de la zone intertidale (naturel) à partir des données non transformées
(panneau de gauche ; coefficient de stress 0,09) et d'une matrice de
présence/absence (panneau de droite; coefficient de stress:0,17). Les abondances
d'espèces encroûtantes à T : 0 ont préalablement été soustraites des abondances
finales notées sur les salets naturels
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L'analyse de similarité (ANOSIM) a par ailleurs confirrné qu'il y a un effet
significatif du fype de substrat sur le recrutement des espèces benthiques en tant que larves
planctoniques, ou <settlers > (R Global:0,144 ; p:0,048; Tableau 6). Tel qu'avait été
observé lors de l'analyse globale incluant sefflers et crawl-ins, les résultats obtenus pour les
settlers présentent une augmentation graduelle du R global, associé à une diminution du p-
value, au fur et à mesure qu'on attribue moins d'importance à l'abondance des individus
par une série de transformations des données. Plus précisément, l'augmentation graduelle
du R Global observée signifie que plus on transforme les données, plus les collecteurs de
même substrat sont davantage similaires entres eux qu'avec ceux de substrat different. Plus
le R Global augmente, plus la significativité devient importante (Diminution du p-value).
Lorsque I'on considère uniquement l'identité des espèces (matrice présence/absence), la
différence n'est plus significative (R Global : 0,123 ; p : 0,082) (Tableau 6). Seule l'analyse
de la matrice présence-absence se traduit par une absence de relation significative donc, les
collecteurs de même substrat sont autant similaires entre eux qu'avec ceux de substrat
different. Le type de substrat a eu une grande influence sur l'abondance d'individus des
differentes espèces recrutées en tant que larves (settlers), mais peu d'influence sur f identité
de ces espèces. Dans l'ensemble,66Yo des espèces ayant été recrutées dans les collecteurs
en tant que < settlers ) on été retrouvées sur les deux types de substrat, alors que 2loÂ et
l3Yo ont uniquement colonisé les collecteurs comprenant un substrat naturel et artificiel,
respectivement.
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Tableau 6. Résultæs de I'ANOSIM suite aux transformations des données de < settlers >>
exclusivement
Transformation des données Résultats de I'ANOSIM
R Global P
Données non transformées 0,144 0,048
Racine carrée 0,174 0,021
Log (x+1) 0,257 0,008
Matrice de présence/absence 0,123 0,082*
* Effet non significatifdu type de substrat sur I'identité des espèces.
Les analyses SIMPER ont démontré que les espèces responsables des similarités
entre les réplicats de chaque traitement sont les mêmes (Tableau 7) que celles révélées lors
des analyses précédentes comprenant les < settlers >> et les individus rampants (Tableau 5).
Par contre, le pourcentage de dissimilarité moyen entre les deux types de substrat est
légèrement plus élevé (5t,3o/o au lieu de 35,7oÂ pour les < settlers >> et organismes rampants
ensembles). Ainsi, il est possible que les individus rampants aient contribué à
homogénéiser quelque peu les communautés de settlers très différentes sur substrat naturel
et artificiel.
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TableauT. Résultats de I'Analyse de similarité par pourcentage (SIMPER) sur les "settlers"
exclusivement
Gruupe Artificiel
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Spirorbis spirorbis 501,25 2,73 13,49 90,42
Gruupes AÉificiel & Naturcl
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Les résultats du test signé des rangs de Wilcoxon, qui est basé sur la valeur médiane
des différences entre les abondances moyennes observées pour les differentes espèces, a par
contre permis d'établir que l'abondance moyenne des espèces dans les deux types de





















Différences des abondances moyennes observées (Substrat Artificiel - Naturel)
Figure 13. Histogramme de fréquence des différences d'abondances moyennes observées
pour chaque espèce dans le substrat Artificiel par rapport à celles notées sur le
substrat Naturel (substrat artificiel-substrat naturel). La différence 0 conespond
à la valeur médiane observée (en pointillés sur le graphique)
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2,3.3 Effet du type de substrat sur le recrutement des << crawl-ins >>
uniquement
Contrairement aux analyses précédentes incluant les < settlers >, la représentation
spatiale non-métrique (nMDS) des données non transformées pour les individus estimés
avoir accédé aux collecteurs au stade juvénile ou adulte (< Crawl-ins >) ne démontre pas
regroupement apparent des communautés en fonction du type de substrat (Figure l4). Le
stress de Kruskal associé à ce nMDS est de 0,09, ainsi cette reproduction spatiale est une
excellenfe rcprésentation de la réallté observée dans les collecteurs (Kruskal, 1964). Le
nMDS basé sur les données présence/absence des < crawl-ins > démontre par ailleurs une
certaine ségrégation des collecteurs avec substrat naturel et artificiel, quoiqu'il existe un
certain chevauchement entre les réplicats des deux types de substrats (Figure 14). Il est
important de noter aussi que le coefficient de stress pour ce dernier nMDS est de 0,19,
indiquant que cette image n'est pas une reproduction parfaitement fidèle de la réalité
(Kruskal, 1964).
Figure 14. Représentation spatiale (nMDS) de la composition des communautés de < crawl-
ins > observées dans les collecteurs remplis de galets de carrière (artificiel) et de
galets de la zone intertidale (naturel) à partir des données non transformées
(panneau de gauche ; coefficient de stress 0,09) et d'une matrice de
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L'analyse de similarité (ANOSIM) confirme l'absence d'effet significatif du type de
substrat sur I'abondance des individus de différentes espèces ayant se déplacer (i.e. crawl-
ins) dans le collecteurs une fois leur métamorphose terminée (Tableau l0). Contrairement a
ce qui a été observé dans les analyses incluant les < settlers >>, I'effet du substrat devient
significatif pour les < crawl-ins > lorsque l'on transforme les données, ce qui suggère que la
présence ou l'abondance de jeunes stades mobiles de certaines espèces plus rares diffère
entre le substrat naturel et artificiel. Ces espèces n'ont pour la plupart pas été observées sur
les galets prélevés au temps 0 de l'expérience, à l'exception de deux espèces du genre
Tonicella ayant été dénombrées à 2 individus sur les 31 galets. Ceci démontre que I'effet
observé est dû à la venue des < crawl-ins >> dans les collecteurs pendant I'expérience.
Tableau 8. Résultats des analyses de similarité ANOSIM suite aux diverses
transformations des données de < crawl-ins >














* Effet non significatifdu type de substrat sur I'abondance des espèces.
L'analyse SIMPER réalisée à partir de la matrice présence/absence démontre tout
d'abord une petite contribution d'un grand nombre d'espèces, contrairement aux analyses
incluant les < settlers > où quelques espèces à elles seules étaient majoritairement
responsables des similarités/dissimilarités observées. Dans ce cas-ci, 21 espèces contribuent
aux similarités observées intra-traitement dans les deux types de substrat (marquées d'un
astérisque dans le tableau I 1. Par contre, ces mêmes espèces ne sont pas toutes
responsables des dissimilarités observées entre les deux types de substrats. Les deux ordres
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les plus importants en termes de participation (%) à la similarité entre collecteurs d'un
même type de substrat sont les Amphipoda et les Phyllodocida, principalement les espèces
appartenant à la famille des Polynoidae, soit les vers à écailles. Il est à noter que certaines
espèces pouvant être associées à la zone intertidale contribuent aussi à la similarité des
collecteurs ayant été rempli de galets prélevés dans cette zone. Ainsi, les chitons Tonicella
rubra et T. marmorata ont contribué exclusivement à la similarité des collecteurs du
substrat naturel (10%), alors que l'oursin veft (Strongylocentrotus droebachiensis) a
contribué à la fois à la similarité des collecteurs de substrat naturel (3,75 o de contribution)
et de substrat artificiel (1,74 yo de contribution).
La comparaison des réplicats associés au substrat naturel à ceux associés au substrat
artificiel est décrite dans le tableau 9. Seules les espèces contribuant à plus de 50oÂ de la
dissimilarité totale (51,22%o) entre les deux substrats ont été conservées dans ce tableav La
grande majorité (57%) de ces espèces ont été retrouvées plus fréquemment dans les
collecteurs de substrat artificiel, mais quatre espèces ont toutefois démontré le patron
inverse (soulignées dans le tableau 9). Fait intéressant, ces quatre espèces sont des espèces
associées à la zone intertidale. Ainsi, il est possible que le substrat artificiel, offrant plus
d'espace disponible a préferablement été colonisé par les stades rampants de la majorité des
espèces, mis à part ces quatre espèces dont les chitons (Tonicella. rubra et T. marmorea),le
vers Plryllodoce mucosa ainsi que l'amphipode Ericthonius rubricornis, ayant toutes
contribué aux dissimilarités soulevées par l'analyse SIMPER. Par contre, seules 2 (7. rubra
et T. marmorea) de ces espèces étaient présentes au temps 0 de l'expérience et en
abondance si faible (2 individus pour 31 galets analysés) qu'il est très peu probable que leur
contribution à la dissimilarité entre substrat soit dû à leur présence au temps 0. Les résultats
du test signé des rangs de Wilcoxon a permis d'établir que I'abondance des espèces diffère
significativement entre les deux types de substrats (Z : 2,694 ; p : 0,007)' la valeur
médiane des difËrences moyennes observées entre les différents substrats est de 0,125
individus/collecteur (Figure 15). Ce résultat suggère une tendance générale des individus
< crawl-ins > à coloniser davantage le substrat artificiel.
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Tableau 9. Résultats de l'analyse SIMPER à pætir d'une matrice de présence/absence des
organismes rampants. Les espèces ayant contribué à la similarité intra-
traitement dans les deux types de substrats sont marquées d'un astérisque
Groupe Artificiel
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Tableau 9 (Suite). Résultats de l'analyse SIMPER à partir d'une matrice de
présence/absence des organismes rampants Les espèces ayant
contribué à la similarité intra-traitement dans les deux types de
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Mono c or op hium asc herus icum*
Str ongttl o c e ntrotus dr oe b ac hiens is *





































































































































Tableau 9 (Suite). Résultats de l'analyse SIMPER à partir d'une matrice de
présence/absence des organismes rampants. Les espèces soulignées
représentent celles dont la présence a été plus fréquente sur le substrat
naturel que sur le substrat artificiel.
Groupes Artificiel et Naturel
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Différences des abondances moyennes observées (Substrat Artificiel-Naturel)
Figure 15. Histogramme de fréquence des differences d'abondances moyennes observées
pour chaque espèce dans le substrat Artificiel par rapport à celles notées sur le
substrat Naturel (substrat artificiel-subshat naturel). La différence 0,125
correspond à la valeur médiane observée (en pointillés sur le graphique), qui est
significativement différente de la valeur médiane attendue s'il n'y avait aucune
difference entre les deux types de substrats'
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1Ê,
2.3.4 Effet du type de substrat sur le recrutement de I'espèce allochtone
Ciona intestinalis
La majorité des ascidies jaunes récoltées en 2011 mesuraient entre 4 et 22 mm
(Figure 16). De plus, une plus grande abondance d'individus a été observée dans les
collecteurs remplis de galets de canière plutôt que dans ceux ayant été remplis de galets
naturellement colonisés de la zone intertidale inférieure (T ratio = 4,659; p : 0,0004).
Ainsi, une moyenne de 14 individus (Écart-type : +. 4,37) a été retrouvée dans les
collecteurs de substrat artificiel alors qu'en moyenne 5 individus (Écart-type : * 2,88) ont
été dénombrés dans les cages de substrat naturel. Aucune Ciona intestinalis n'a été











.Ê)t *r *^' -utr'.C 
"-lg"rr-;1r*'.'"'"-tt.-t',." d
Figure 16. Histogramme des fréquences de tailles (longueur totale de la tunique) du tunicier
envahissant Ciona intestinalis observé dans les collecteurs remplis de galets de carrière
(substrat artificiel) et de galets de I'intertidale (substrat naturel)
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Le test de corrélation de Pearson a révélé une absence de relation significative entre
l'abondance de Ciona intestinalis et la diversité spécifique retrouvée à l'intérieur des
collecteurs en 2009,2010 ainsi qu'en 2011 (Figure l7). Aucune biodiversité de départ
(galets nus) était présente sur les galets de2009,2010 et le substrat artificiel en 2011 tandis
que les galets du substrat naturel eux était déjà colonisé par des communautés d'organismes
associées ù la zone intertidale. Ainsi, les espèces (diversité spécifique) tout comme Ciona
intestinalis ont colonisé les collecteurs pendant la période d'immersion de 5 mois. La pente
observée suggère toutefois que le nombre de C. intestinalis augmente avec le nombre
d'espèces présentes au sein de la communauté sur galets de carrière, du moins en 2009 et
en 201 0. Les données récoltées en 2009 et en 20 10 sont plus près du seuil de significativité
avec des valeurs de p-value de 0,089 et 0,055, respectivement. Une relation positive non
significative fut aussi observée sur les galets de la zone intertidale en2011, mais non sur les
galets de canière. Les mêmes résultats ont été obtenus suite à une corrélation de Pearson
entre I'abondance de C. intestinalis et l'indice de diversité de Shannon.
.2009 ,2010 , 20 I 1 (SubstratNaturel)
Figure 17. Relation entre I'abondance du tunicier Ciona intestinalis et la diversité spécifique
en 2009 (galets de carrière : r : 0,355, dl : 22, p : 0,089), en 2010 (galets de
camière : r:0,474, dl: 15, p:0,055), et en 2011 (galets de I'intertidale: r =
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2.4 DrscussroN
2.4.1 Effet du type de substrat sur le recrutement des espèces endémiques
Le premier objectif de la présente étude était de valider l'utilisation de galets de carrière
comme substrat dans les collecteurs, en comparant le recrutement des espèces endémiques
sur deux types de substrats (naturel et artificiel).
Choix du type de substat à préconiser poul les études ultérieures
Dans un souci de développer un outil permettant de suivre l'évolution de la
biodiversité marine, il est important de valider l'utilisation du meilleur substrat permettant
de limiter les effets induits par celui-ci sur le recrutement des invertébrés benthiques.
L'utilisation de galets de carrière comparativement aux galets de l'intertidal est beaucoup
plus simple et rapide puisque les collecteurs peuvent être remplis à l'avance, sur la tene
ferme. Les galets de substrat naturel en contrepartie doivent être prélevés lors d'une grande
marée basse, dans le bas intertidal et les collecteurs doivent être remplis directement sur
place afin d'assurer la survie des spécimens présents sur les galets. Le prélèvement des
galets induit une empreinte environnementale sur le milieu plus importante que celle laissée
par l'utilisation de galets de carrière. Ces collecteurs doivent par la suite être repêchés sur le
bateau à marée montante pour être déployés au bon endroit. Lors du présent projet, nous
avons comparé le recrutement des espèces sur un substrat naturel (galets de I'intertidal) et
sur un substrat artificiel (galets de carrière). Ces derniers ont été utilisés pour remplir les
collecteurs depuis le début du programme, soit en2007.
Les données recueillies ont permis de démontrer que le type de substrat utilisé
influence légèrement les communautés benthiques de substrat rocheux. Cette expérience a
pu justifier qu'il est maintenant acceptable de prioriser l'utilisation de galets de carrière
comme substrat dans les collecteurs puisque les espèces communes, soit les espèces les
plus abondantes, ont colonisé à la fois les deux types de substrats. Une série d'ANOSIM
réalisée sur les données (toutes les espèces) suite à diverses transformations ont permis
d'établir que les mêmes espèces ont pu être présentes dans les deux types de collecteurs,
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mais leur abondance était différente d'un substrat à l'autre. Ces difËrences étaient
principalement dûes à un petit nombre d'espèces encroûtantes énormément abondantes sur
les deux substrats. Les mêmes résultats ont été obtenus à partir des données de < settlers >
uniquement. Dans les deux cas les espèces responsables des difËrences notées inter
substrats étaient principalement les vers polychètes de la famille des Spirorbidae, les
bryozoaires et les bivalves de la famille Anomiidae. Ces dernières sont considérés comme
des espèces colonisatrices très rapides qui peuvent envahir un nouvel espace dans une
période allant de 1 à 4 mois seulement (Sebens, 1986). Il est important de noter que ces
espèces ont été retrouvées en très grand nombre dans tous les collecteurs, et qu'elles ont
dominé les communautés de substrat naturel (= 2% de toutes les espèces, mais 88% des
individus) ainsi qu'artificiel (=3oÂ de toutes les espèces, mais 88% des individus). La
raison pour laquelle ces espèces sonf principalement responsables des differences observées
est que leur abondance a differé entre les deux substrats. Les analyses réalisées à partir des
données de < crawl-ins > uniquement ont quant à elles démontré que les assemblages des
deux traitements (Substrats) ne sont pas statistiquement différents en termes d'abondance
des individus. Ainsi, un gtand nombre d'espèces ont légèrement contribué à la dissimilarité
entre traitement de 51% observée. Les différences observées en terme de présence
d'espèces peu abondantes est probablement en partie le reflet d'un échantillonnage
insuffisant, et ne reflète pas nécessairement de véritables différences au niveau de la
tendance de ces espèces à coloniser les différents substrats.
De façon génûale, la majorité des espèces (67%) ont été recensées sur les deux
substrats avec un minimum de 2 individus par espèce et un maximum de 38 761individus
autotal (5510 individus maximum dans un seul collecteur) pour l'espèce la plus abondante,
soit le ver Circeis spirillum. Les espèces exclusives à un seul type de substrat sont les
moins abondantes allant de | à 6 individus au total pour les espèces associées
exclusivement aux galets de carrière comparativement à un minimum de 1 à l0 individus
par espèce pour les galets de l'intertidale. Finalement, les differences notées entre les deux
substrats sont au niveau de la déposition et de la sélection post-déposition des larves
davantage que les individus rampants dans les collecteurs. Ainsi, l'emploi de galets de
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carrière comme substrat dans les collecteurs peut maintenant être préconisé, dans la mesure
où il permet de répondre à la problématique étudiée.
Dffirent patrons de colonisation chez les organismes < crawl-ins >
Les patrons de colonisation pour les individus << settlers >, qui étaient de loin les plus
abondants, étaient très sirnilaires à ceux décrits précédemment concernant l'ensemble des
espèces, mais les espèces rampantes démontraient des patrons différents. Les analyses
multivariées réalisées ù partir des données non transformées d'abondance des individus
rampants exclusivement illustrent I'absence d'effet du type de substrat sur le recrutement
des espèces mobiles. Lorsque l'on considère uniquement l'abondance des espèces, aucune
difference statistiquement significative n'a été décelée entre les deux substrats. L'une des
grandes differences entre l'analyse de similarité réalisée sur les individus rampants
exclusivement de celle réalisée sur la totalité des individus prélevés est l'abondance des
espèces analysée. Les individus rampants (crawl-ins) étaient beaucoup moins abondants
dans les collecteurs que les < settlers >>, ce qui peut être à I'origine de I'absence d'effet
selon le substrat en terme d'abondance. Les différences observées entre les deux
traitements sont dûes à l'identité des espèces retrouvées dans les collecteurs tandis que
leurs abondances étaient similaires sur les deux substrats.
Un effet significatif du type de substrat sur la composition des espèces a cependant
pu être décelé à partir de la matrice de présence-absence et les dissimilarités observées sont
distribué sur un grand nombre d'espèces. Ainsi, un grand nombre d'espèces participent
chacune d'elle à un faible pourcentage des dissimilarités observées entre les collecteurs de
substrat différent. Les espèces mobiles ne demeurent pas fixées à un endroit donné pour le
reste de leur vie. Elles peuvent donc rechercher leur nourriture et se déplacer en rampant ou
en marchant sur le substrat dans [e cas où les ressources alimentaires devenaient plus rares
(Pérès, 1976). En ce sens, elles sont moins dépendantes du type de substrat qu'elles
explorent lors de leur phase planctonique que les espèces sessiles. Par contre, les espèces
mobiles, principalement au stade juvénile, sont soumises à une forte pression de prédation
lors des mouvements migratoires (Hunt et Scheibling, 1997). L'analyse SIMPER a
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démontré que de façon générale, les espèces présentes étaient plus fréquemment retrouvées
sur le substrat artificiel que sur le substrat naturel. La contribution de chaque espèce aux
dissimilarités observées inter substrat était très faible (- de 2,5%o de contribution à 51% de
dissimilarités). Seulement quatre espèces semblent avoir été observées plus fréquemment
dans les collecteurs remplis de galets de I'intertidal (iusqu'à concurrence de 50oÂ de
contribution à la dissimilarité) dont deux espèces de chitons brouteurs/herbivore (Tonicella
rubra et T. marmorea), un amphipode détritivore Ericthonius rubricornls ainsi qu'un ver
polychète carnivore, Phyllodoce mucosa. De ces quatre espèces, seul le chiton T. rubra a
démontré des differences significatives entre les deux substrats (yt:0,001), les trois autres
n'ayant été qu'observé plus fréquemment sans démontré toutefois de differences
significatives. Les individus du stade rampant de cette espèce ont suivit la même tendance
que les < settlers > et ont hypothétiquement été attiré par la présence d'algue coralline sur
les galets de l'intertidale.
C aract ér is tique s du sub s trat
L'espace disponible et la tendance générale des espèces à coloniser le substrat artificiel
De façon gén&ale,l'abondance des espèces ayant le plus contribué aux dissimilarités
observées inter substrat (33,85Yo) était supérieure sur les galets dénudés d'organismes au
temps 0 de l'expérience (substrat artificiel). Cette tendance générale démontre une
propension des espèces benthiques à coloniser les surfaces vierges offrant beaucoup
d'espace disponible. Les galets prélevés en carrière sont considérés ici comme un substrat
artificiel puisqu'il s'agit d'une structure nouvellement immergée et offrant aux invertébrés
delazone subtidale un nouvel espace à coloniser (Davis, 2009). Sur les surfaces de substrat
rocheux des zones tempérées, les systèmes sont souvent limités par l'espace disponible sur
le substrat primaire et les espèces sessiles doivent entrer en compétition pour cette
ressource limitée (Davis, 2009; Little et Kitching, 1996; Pérès et Devèze, 1963). Le
développement des assemblages benthiques se retrouve donc grandement influencé par
cette ressource rare. Dans le cas présent, les galets de la zone intertidale (substrat naturel)
offraient moins d'espace disponible que le substrat artifrciel, puisqu'au moment du
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remplissage des collecteurs ils étaient partiellement recouvert d'algues corallines du genre
Lithothamnion ainsi que d'invertébrés généralement associés à cette zone littorale. Le
problème lié à l'espace disponible est d'autant plus important pour les formes sessiles
puisque les larves doivent d'abord trouver un espace à combler, mais par la suite, chacune
d'elles doit impérativement ( occuper I'espace ) pour éviter d'entrer en compétition avec
d'autres individus de la même espèce ou d'espèces différentes et risquer d'être délogées
(Pérès et Devèze, 1963). De cette façon, la compétition pour l'espace peut se traduire par
une proliferation directe des organismes, souvent coloniaux, déjà présents dans le milieu,
limitant ainsi l'espace disponible pour l'établissement de nouveaux individus.
Le cas du polychète Circeis spirillum
Même si la majorité des espèces ont préferablement colonisé les galets offrant plus
d'espace disponible, une minorité d'espèces ont démontré un comportement de recrutement
différent en colonisant préferablement les galets de l'intertidale. L'espèce tubicole Circeis
spirillum représente I'espèce majoritairement responsable de la discrimination inter
substrat. Les résultats démontrent que près de deux fois plus d'individus appartenant à cette
espèce ont été associées aux collecteurs remplis de galets prélevés dans l'intertidale
relativement aux cages remplis de galets de carrière. Celle-ci fut parmi les plus abondantes
sur les deux types de substrat et ces differences d'abondance ont grandement contribué à la
dissimilarité observée entre les deux substrats. Plus précisément, la difference de
l'abondance moyenne de C. spirillum entre les deux types de substrats est de 820
individus/collecteur. En comparaison, le vers Spirorbis spirorbis n'a démontré aucune
différence d'abondance significative entre les deux substrats (trt: 0,265). Ces deux espèces
de la famille des Spirorbidae étaient présentes sur les galets de la zone intertidale au temps
0 de l'expérience. Afin d'éliminer toute ambiguiTé, les données d'abondances notées sur les
galets naturels au temps : 0 de l'expérience ont préalablement été soustraites des données
d'abondances finales dans les collecteurs de substrat naturel.
Le vers C. spirillum (1060 ind./31 galets) était deux fois plus abondant au début de
l'expérience que l'espèce Spirorbis spirorbis (595 ind./31 galets). Il est diffïcile de
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discriminer le nombre exact d'individus présents au départ de ceux toujours présents à la
fin de l'immersion puisqu'aucune mesure de longueur n'a été réalisée sur les espèces
encroûtantes. Toutefois, les abondances de C. spirillum notées sur les galets de l'intertidal
au temps : 0 ont été soustraites des données relevées à la fin de I'expérience et les
abondances de ce polychète demeurent malgré tout beaucoup plus importantes sur le
substrat naturel que sur le substrat artificiel. I1 est ainsi raisonnable de conclure que cette
espèce a colonisé les galets du substrat artificiel en plus grand nombre que les galets de
l'intertidale puisqu'ils étaient déjà présentes sur ces derniers au temps (T:0) de
l'expérience et absents des galets de carière. À la fin de l'expérience, ,S. spirobis était
distribué de façon très égale sur les deux substrats et ce, après soustraction des valeurs
d'abondance notées sur les galets au temps 0 de l'expérience, mais son abondance moyenne
était légèrement inférieure sur les galets colonisés de la zone intertidale. Cette observation
suggère qu'un élément differait entre les deux substrats ayant attiré une espèce et non
l'autre.
Plusieurs éléments peuvent avoir influencé les nouveaux arrivants appartenant à
l'espèce C. spirillum. Ce patron s'explique peut-être par la présence de congénères adultes
déjà présents sur les galets de la zone intertidale au début de l'expérience ou encore la
présence d'un biofilm composé de microalgues et de bactéries. Les larves de ces espèces
possèdent une très courte phase planctonique variant de 15 minutes à24 heures dans le cas
du vers S. spirorbis (Doyle, 1975). Elles sont fertilisées puis incubées dans la coquille de
l'adulte pour achever leur développement embryonnaire avant d'être expulsées hors du tube
calcaire parental sur le substrat environnant (Christian et al., 2010). Tout comme les
balanes, les larves des Spirorbidae sont sensibles aux composés du ciment des adultes et
tendent à être grégaires, à s'établir près de leurs congénères déjà bien ancrés (Hadfield et
Paul, 2001; Little et Kitching, 1996). Ceci pourrait expliquer la préference des individus C.
spirillum pour le substrat naturel tandis que le vers,S. spirorbis lui, a colonisé davantage le
substrat artificiel exempt d'adultes au temps:0 de l'expérimentation.
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Effet de la présence d'algues corallines et du biofilm
La présence d'un biofilm recouvrant les galets de la zone intertidale pourrait,
conjointement à la présence de l'algue encroûtante, être un inducteur de la colonisation des
espèces herbivores retrouvées en densités supérieures sur le substrat naturel et du vers C.
spirillum. Certaines espèces de vers tubicoles (5. corcallinae eJ S. rupestris) sont attirées
par la présence d'algues calcaires du genre Lithothamnion, mais rien dans la littérature ne
fait mention d'une telle association avec le vers C. spirillum. Une expérience réalisée sur le
choix d'un substrat par les larves de Spirorbis a pu mettre en évidence la préférence des
larves de Spirorbis spirorbis pour se fixer sur les algues du genre Fucus ou autre, souvent
associée aux cuvettes ou sous la ligne des marées, mais pas aux algues corallines (De Silva,
1962). La présence d'extraits de Fucus dans l'eau accroit la fixation larvaire de ce vers
tubicole (Qian, 1999).
Ces microalgues unicellulaires constituent une ressource nutritive de choix et participent
au maintien des populations d'acmés, de chitons, de littorines et autres herbivores (Little et
Kitching, 1996). Les algues calcaires (Lithothamnion) ont déjà été reconnues comme un
inducteur de l'établissement des larves d'espèces herbivores (Rodriguez et al., 1993). C'est
principalement le cas des chitons, des acmées et des oursins verts (Pearce et Scheibling,
1990). Un examen visuel des données d'abondances observées sur les deux substrats a
démontré que cinq espèces herbivores (Tonicella rubra et T. marmorea, Stenosemus albus,
Testudinalia testudinalis et l'oursin vert Strong,tlocentrotus droebachiensrs) étaient plus
abondantes sur le substrat naturel que sur le substrat artificiel. Seules l'acmée Testudinalia
testudinalis (p: 0,0067) et le chiton Tonicella rubra (1t: 0,0002) étaient significativement
plus abondantes sur le substrat naturel que sur le substrat artificiel.
La patelle Testudinalia testudinalis a été observé en densité quatre fois plus
importante sur le substrat provenant de l'intertidal ( X: 16 individus/collecteur+ 10 ind.)
que sur le substrat artificiel ( X : 4 individus/collecteur + 6 ind.). Un total de 138 individus
appartenant à cette espèce avait été dénombrés sur les galets de l'intertidale au temps:0 de
l'expérience, mais les mesures de longueurs notées (longueur moyenne de 9 mm *2 mm au
82
temps:0comparativement à 4 mm + 3 mm à la fin de l'expérience) suggèrent que les
individus prélevés à la fin de l'expérience ne sont pour la majorité pas les mêmes que ceux
retrouvés au temps 0. Cette conclusion s'appui fortement sur le fait que 69,1Yo des
individus mesurés au temps 0 de l'expérience décrivaient des longueurs variant entre 6,1 et
10 mm comparativement à ceux mesurés à la fin de I'expérience où 99,60Â des individus
mesuraient entre I et 10 mm de longueur totale. Les adultes peuvent souvent atteindre 40
mm de longueur de coquille (Chabot et Rossignol,2003; Gosner, lgTl).Il est impossible
de déterminer si cette préférence pour le substrat naturel est directement lié à la présence
d'adultes sur les galets au début de l'expérience ou davantage à la présence d'algue
coralline, sachant que ceffe espèce est habituellement retrouvée en eau peu profonde, dans
l'étage infralittorale (Chabot et Rossignol,2003; Gosner, 1971;Pollock, 1998). Une étude
réalisée sur le comportement larvaire de la patelle Testudinalia testudinalis a permis
d'exposer le pouvoir de trois différentes espèces d'algues corallines sur l'induction de la
fixation et de la métamorphose des larves de ce brouteur (Steneck, 1982). Cette patelle
possèderait certaines adaptations de sa radula lui permettant de se spécialiser dans le
broutage des algues corallines plus robustes même si leur valeur nutritive est moindre que
celle des algues plus tendres comme les diatomées et autres algues foliacés (Steneck et
Watling, 1982; Steneck, 1982).
Un comportement de colonisation similaire en présence d'algues corallines a été
observé chez les larves du chiton Tonicella lineata (Barnes et Gonor, 1973). Un total de 2
individus avaitété identifiés sur les galets de l'intertidal autemps:0 de l'expérience. Sur
les trois espèces de chitons observées dans les collecteurs de substrat naturel, seule
Tonicella rubra a été retrouvé en nombre suffisant pour voir un effet du type de substrat.
Cette espèce peut se retrouver à des profondeurs supérieures à 90 m contrairement aux deux
autres espèces de chitons, cette variable peut avoir influencé l'abondance de ces trois
espèces (Brinkhurst et al., 1976). Des inducteurs chimiques seraient présents à la surface
des algues calcaires et pourraient éventuellement être relâchés au moment du broutage de
ses cellules épithéliales par ces mollusques (Morse et Morse, 1984). Les larves relâchées
dans le plancton capteraient ce composé leur dictant de s'établir à proximité de cette
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ressource, Hadfield et collaborateurs ont confirmé que la métamorphose et la colonisation
de plusieurs groupes d'organismes sessiles (éponges, cnidaires, polychètes, mollusques,
échinodermes, bryozoaires, ascidies, etc.) pouvaient être induites par diverses composantes
présentes dans le biofilm (Hadfield et Paul, 2001; Zafius et al., 2008). Il est toutefois
impossible dans la présente étude d'associer les abondances plus élevées d'herbivores sur
les galets du substrat naturel à une conséquence directe de la présence du film biologique
puisque les espèces de microalgues composants celui-ci sont inconnues et une telle
conclusion nécessiterait des études comportementales où chaque variable environnementale
serait manipulée et contrôlée.
2.4.2 Effet du type de substrat sur le recrutement de I'espèce allochtone
Ciona intestinalis
Caractérisation de la population de Ciona intestinalis
Les Ciona intestinalis récoltées lors de la présente étude mesuraient toutes moins de
30 mm de longueur totale, indiquant l'absence d'individus adultes dans les échantillons.
Une étude réalisée par Carver et collaborateurs en 2003 a conclu que les individus peuvent
croître de 20 mm par mois de juillet à septembre dans les eaux de laNouvelle-Écosse (10-
20'C) pour atteindre leur maturité sexuelle autour de 40 mm de longueur totale (Carver et
aL.,2003). Les données de température collectées à l'été2011 à Beaver-Harbour ont oscillé
entre 6oC et 13oC, ce qui est légèrement en deçà des températures décrites en Nouvelle-
Écosse et à l'Ile-du-Prince-Édouard (12-18oC) au moment de leur étude. Selon les résultats
obtenus par ces auteurs, aucun individu adulte n'aété observé dans les collecteurs déployés
dans la présente étude. Cette absence totale d'adulte s'explique par une période de
submersion des collecteurs (6 mois) insuffisante pour permettre aux individus
nouvellement fixés d'atteindre leur stade adulte.
Effet du type de substrat sur le recrutement de Ciona intestinalis
Le substrat artificiel a favorisé un recrutement d'individus supérieur à celui du
substrat naturel. Cette différence de recrutement est probablement attribuable à I'espace
disponible sur le substrat artificiel, exempt de toute présence vivante au temps 0 de
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l'expérience puisqu'aucun individu appaftenant à cette espèce n'a été dénombré sur les
galets au début de I'expérimentation. Les ascidies comme Ciona intestinalis, souvent
confrontées au manque d'espace disponible sur le substrat primaire, peuvent devenir très
compétitrices en proliferant dans la zone subtidale, en déplaçant les espèces natives ou en
altérant les propriétés des communautés déjà en place (Blum et a1.,2007). Par contre, la
présence de certains prédateurs sur le substrat naturel a très bien pu limiter la propagation
de cette espèce invasive. La prédation peut avoir des effets très néfastes sur le
développement des communautés indésirables lorsque les grands prédateurs (les oursins,
les étoiles de mer, les crabes) ainsi que les micro prédateurs (petits gastéropodes) sont
présents (Dumont et a1.,2011;Nydam et Stachowicz,2007). Les brouteurs comme l'oursin
vert (Strongtlocentrotus droebachiensrs) peuvent limiter la propagation des tuniciers
envahissants comme Ciona intestinalis en effectuant un broutage de leur tunique, ou encore
en effectuant du < bulldozing >> et ainsi déplacer les individus fermement fixés au substrat
(Epelbaum et a1.,2009). La présence de l'oursin vert a possiblement soumis les nouveaux
arivants à une pression de prédation, limitant ainsi I'abondance d'individus de C.
intestinalis observée au moment de la récolte des cages. Parallèlement, potentiellement dû à
la présence d'algues calcaires, ce brouteur a été répertorié en densités plus importantes sur
les galets de la zone intertidale, où les densités de C. intestinalis observées étaient moins
importantes.
Théorie de la biodiversité-stabilité d'Elton (1958)
Les assemblages supportant davantage d'espèces natives offrent à la fois moins
d'espace disponible à la colonisation, pouvant expliquer partiellement les mécanismes liés
à I'effet de la diversité sur le recrutement de Ciona intestinalis sur le substrat naturel
(Olyarnik et al., 2009). Par contre, la pente de la relation entre les abondances de C.
intestinalis notées de 2009 à 20lI et la diversité spécifique des collecteurs suggère que le
nombre d'individus de l'espèce exotique augmenterait avec le nombre d'espèces présentes
au sein de la communauté. Ainsi, pour tous les collecteurs, à l'exception des collecteurs de
substrat artificiel (2011), il y avait une tendance positive, mais non significative entre le
nombre de C. intestinalis et la diversité spécifique. Les collecteurs de 2009, 2010 et ceux
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remplis de galets de carrière étaient exempts d'organismes au départ, les espèces, Ciona
intestinalis y compris, ont toutes colonisé le substrat pendant la même période et les
données de richesse spécifique ont été notées à la fin de l'expérience. De cette façon, cette
analyse nous renseigne davantage sur le fait que plus il y a d'espèces présentes, plus il y a
de Ciona intestinalis et non sur I'effet d'un milieu plus diversifié. Moins d'individus de
l'espèce C. intestinalis ont été observés en 2011 que dans les deux années antérieures,
probablement le reflet de la variabilité interannuelle, Une plus grande diversité spécifique a
aussi été notée dans les collecteurs de 2011 en comparaison aux deux années précédentes,
mais cette difference est principalement attribuable à la technique de prélèvement et de
conservation des échantillons. En 2009 et 2010, les échantillons ont été conservés dans
l'eau de mer tandis qu'en 2011 ils ont été maintenus dans l'éthanol (95%) assurant une
meilleure préservation des tissus et des sttuctures morphologiques.
La théorie d'Elton (1958) a étébeatcoup testée par les écologistes afin de valider
cette généralisation voulant qu'un milieu plus diversifié en espèces natives soit plus stable
et limiterait ainsi la venue des espèces allochtones. Les résultats sont très mitigés, certaines
études ont établi une corrélation négative significative entre la diversité de la communauté
native environnante et l'abondance d'une espèce exotique (succès d'invasion) alors que
pour d'autres, il n'en est rien (Elton,2000 Planty-Tabacchi et al., 1996; cité par
Stachowicz et al., 1999). Une relation négative significative entre la richesse spécifique
d'une communauté benthique et le recrutement de trois espèces envahissantes sessiles a été
obtenue suite à une étude au cours de laquelle la richesse spécifique était contrôlée sur des
panneaux de PVC (10 cm x 10 cm) (Stachowicz et al., 1999, 2002). Ces auteurs ont
contrôlé à la fois le nombre d'espèces natives composants leurs assemblages ainsi que le %
d'espace disponible sur les panneaux de PVC. Après deux mois d'expérimentation, ils ont
observé une forte relation négative entre l'espace disponible au départ et le pourcentage de
recouvrement des espèces envahissantes. Dans le cas présent, les données tendent à illustrer
par contre une relation positive, tout comme plusieurs autres études réalisées à plus grandes
échelles spatiales. Ces dernières concluent que les communautés natives plus diversifiées
supportent aussi un plus grand nombre d'envahisseurs (Stachowicz et al,, 2002, 2007).
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Dans le cas présent, la relation positive entre l'abondance de Ciona intestinalis et la
diversité spécifique obtenue est attribuable à plusieurs facteurs confondus avec la diversité
spécifique, comme par exemple la variabilité des apports larvaires de l'ensemble des
espèces et de C. intestinalis. L'absence de significativité entre les variables peut êhe due à
un échantillonnage hop petit, à la méthode de préservation des organismes prélevés ou
encore à une absence véritable de relation entre ces deux variables. Les p-value des pentes
représentant les années 2009 eT 2010 se rapprochent légèrement du seuil de significativité,
beaucoup plus qu'en 2011. Un plus grand nombre de collecteurs avaient été déployés
pendant ces deux années comparativement à I'année 2011. En augmentant l'effort
d'échantillonnage, on pourrait éventuellement s'attendre à observer une relation
significative entre la richesse spécifique et le nombre de Ciona intestinalis présentent. Une
autre limite que possède cette étude est qu'en 2011,un plus grand nombre d'espèces apu
être identifiées dans chaque collecteur par rapport aux deux années précédentes grâce à la
préservation des spécimens dans l'éthanol plutôt que dans l'eau de mer. Il serait approprié
de reprendre cette étude en unissant un plus grand effort d'échantillonnage jumelé à la
préservation dans l'éthanol. De plus, il serait très intéressant de refaire ces analyses en
utilisant des collecteurs déjà colonisés par des communautés d'invertébrés en ayant
préalablement caractérisé cette biodiversité et de voir si l'effet de la diversité du départ agit
sur la colonisation de Ciona intestinalis.
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2.5 Couct usroN
Dans la présente étude, l'effet du type de substrat sur le recrutement des espèces
benthiques sessiles et mobiles a pu être évalué à l'aide de collecteurs. Cette étude a permis
de justifier l'utilisation des galets de carrière dénudés d'organismes pour remplir les
collecteurs puisque les mêmes espèces ont colonisé les deux types de substrats, quoiqu'en
abondances differentes. De plus, il a été démontré par ces analyses que les différences
notées étaient attribuables principalement à la présence d'un petit nombre d'espèces
encroûtantes très abondantes, telles les Spirorbidae, les bryozoaires et les Anomiidae,la
plupart ayant colonisé de façon plus abondante le substrat artificiel, à l'exception du vers
polychète C. spirillum. Des densités plus importantes d'herbivores ont été retrouvées sur le
substrat naturel comparativement au substrat artificiel, potentiellement attirées par la
présence d'algues calcaires corallinacées recouvrant en partie les galets prélevés dans la
zone intertidale. L'espèce allochtone Ciona intestinalis a démontré une abondance
significativement plus grande sur le substrat vierge nouvellement immergé, soit le substrat
artificiel que sur le substrat naturel possiblement à cause de la surface accrue disponible à
la colonisation. Cette préférence pour le site de colonisation ne semble par contre pas être
directement corrélée de façon significative à la diversité spécifique de la communauté
native colonisée par cette ascidie puisque l'effet des variables espace disponible, richesse
spécifique du milieu et variabilité interannuelle seraient confondues. Ainsi, dans l'espoir de
développer un outil permettant de répertorier rapidement et facilement la biodiversité des
invertébrés marins de substrat rocheux, il est maintenant justifiable d'employer les galets de
carrière plutôt que ceux delazone intertidale.
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CONCLUSION GÉNÉRALE
Le premier objectif de cette étude était d'évaluer la biodiversité des invertébrés
benthiques marins de substrat rocheux à I'aide du codebarre génétique afin de valider les
identifications morphologiques et de construire une base de données des séquences
génétiques. Les bases de données utilisées dans l'identification des organismes marins ne
sont pas suffisamment complètes à ce jour pour permettre I'identification de la totalité des
individus recensés dans la région du sud-ouest de la Baie de Fundy. Dans la présente étude,
le codebarre génétique n'a pas permis l'identification de tous les organismes recensés à
l'aide des collecteurs, mais 62Yo des espèces ont pu être identifiées à l'aide du codebarre
génétique et9 Yo d'entre elles ont exclusivement été reconnues par le codebarre. Les étapes
d'amplification ou de séquençage ont constamment échoué pour quelques espèces
d'invertébrés. Il faudrait apporter une attention plus particulière à ces espèces et peut-être
dessiner de nouvelles paires d'amorces pour être en mesure de les séquencer. La présente
étude a permis de démontrer une grande concordance (81 %) entre les deux méthodes
d'identification. Des discordances entre les identifications morphologiques et génétiques de
quelques espèces a été observée, principalement parce que les individus identifiés étaient
très jeunes rendant l'identification des caractères morphologiques très difficile. D'autre
part, beaucoup d'espèces présentes dans GenBank ne sont représentées que par une seule
séquence (organisme), ce qui rend peut-être problématique s'il y a des erreurs
d'identification d'espèces. Certaines séquences présentes dans la base de données
GENBANK démontrent effectivement certaines erreurs, rendant parfois impossible une
identification précise de la séquence cible (Harris, 2003). À titre d'exemple, plusieurs
erreurs ont été détectées par I'analyses des séquences d'ADN.t (cyt b) chez les chauves-
souris ainsi que chez quelques membres de l'ordre des insectivores, regroupant les
mammifères placentaires (Shen et al., 2013)
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Le codebarre génétique ne représente pas une méthode d'identification parfaite, elle
possède aussi.certaines limites comme la possibilité d'amplifier un organisme contaminant
l'échantillon avec les amorces universelles ou la présence éventuelle de pseudogènes
(NUMTs) (Buhay, 2009; Porter et aL.,2001). Parallèlement, la taxonomie morphologique
ne permet pas la distinction des espèces cryptiques et selon la rigueur et I'expérience de
l'identificateur, il y a davantage place à I'interprétation lors de I'identification,
principalement dans le cas des individus immatures. Beaucoup d'individus appartenant à la
même espèce peuvent toutefois être identifiés rapidement alors qu'avec le codebare
génétique, I'ADN de chaque individu doit être extrait, amplifié puis séquencé. La
morphologie demeure souvent le moyen le plus rapide et le moins coûteux, à condition
d'avoir recours à un taxonomiste d'expérience. Dans le cas présent, elle a permis
l'identifrcation d'un plus grand nombre d'espèces que le codebarre ADN classique, mais
requiert I'acquisition de connaissances plus spécialisées sur la morphologie des espèces
étudiées. Toutefois, les deux études comparatives citées ci-haut démontrent que le
codebarre génétique semble plus sensible aux divergences intra et interspécifiques que la
morphologie, spécialement dans le cas des espèces cryptiques.
En travaillant davantage à développer la liste des séquences ADN associées aux
espèces de la région du sud-ouest de la Baie de Fundy, il pourrait être intéressant d'ajouter
de nouvelles séquences ADN à mesure que l'on découvre de nouvelles espèces. Ainsi, une
fois cette base de données complétée, la technique du codebarre environnemental
(séquençage nouvelle génération) pounait permettre d'effectuer un suivi efficace et très
standardisé de la biodiversité marine de la région à l'étude, Cette technique permet
I'identification simultanée de toutes les espèces contenues dans un collecteur tandis qu'à
l'aide de la méthode de séquençage de Sanger, telle qu'utilisée dans le présent ouvrage, les
espèces ont été identifiées un individu à la fois. Grâce aux avancés technologiques de la
méthode du séquençage nouvelle génération des récentes années, il est possible aujourd'hui
d'évaluer plus rapidement la biodiversité en particulier pour la détection des espèces rares
(Pârtel, 2014; Zhan et al., 2073). Le choix des amorces est impératif à une bonne détection
(Cristescu, 2014; Wilcox et al,,2013) et un couplage de divers marqueurs moléculaires
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(COl, 18S et 165) peut être préconisé (Creer et a1.,2010). Laprésence des espèces rares
joue un rôle très important dans les analyses statistiques visant à connaître la structure des
communautés benthiques étudiées.
L'utilisation d'une seule méthode d'identification ne doit pas être une fin en soi, elles
doivent plutôt être combinées afin d'obtenir davantage de rigueur quant aux identifications
effectuées (DeSalle et al., 2005). Ainsi, il serait idéal d'unir ces deux techniques
d'identification afin d'optimiser le nombre d'espèces recensées. De la softe, seules les
espèces possédant des caractères morphologiques plastiques, les individus associés à de
jeunes stades larvaires et ceux trop endommagés pour permettre l'identification à partir de
leurs caractères morphologiques pourraient être identifiés à I'aide du codebarre génétique,
Le deuxième volet de cette étude portait sur la comparaison du recrutement des
espèces endémiques et de I'espèce envahissante Ciona intestinalis sur des galets
naturellement colonisés dans la zone intertidale et sur des galets dénudés d'organismes
provenant d'une carrière. Par la présente étude, on participait à développer un outil
permettant d'étudier la structure des communautés d'invertébrés marins benthiques en
comparant deux fypes de substrats, le premier étant dit naturel (galets de l'intertidal) tandis
que le second est plutôt d'origine artificiel (galets de carrière). Dans cette optique, il est
important de déterminer le substrat le plus adéquat possible permettant de limiter les effets
induits par celui-ci sur le recrutement des invertébrés benthiques. C'est pourquoi il est
essentiel de connaître ses effets pour chacun des substrats étudiés. Les galets prélevés dans
la zone intertidale sont plus représentatif des galets naturels (espèces, biofilm, algues déjà
présentes). Toutefois, l'utilisation de galets de carrière est beaucoup plus simple et rapide
que les galets de I'intertidal parce que les collecteurs peuvent être remplis à l'avance, sur la
terre ferme. L'utilisation des galets de carrière laisse aussi une plus faible empreinte
environnemental que les galets de l'intertidal puisqu'aucun prélèvement en milieu naturel
n'est requis.
Les données recueillies ont permis de démontrer que le type de substrat utilisé
n'influence que légèrement les communautés benthiques de substrat rocheux et qu'il est
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convenable d'utiliser les galets de carrière comme substrat dans les collecteurs puisque les
espèces communes, soit les espèces les plus abondantes, ont colonisé à la fois les deux
types de substrats. Plusieurs espèces ont été retrouvées plus abondantes sur le substrat
artificiel, possiblement dû à l'espace disponible pour la déposition larvaire. Les différences
observées entre les deux types de substrat étaient principalement dues à la forte abondance
de quelques espèces encroûtantes incluant les vers polychètes de la famille des Spirorbidae,
les bryozoaires et les bivalves de la famille des Anomiidae et les mêmes espèces semblent
avoir colonisées les deux substrats de façon générale. Il est important de noter que ces
espèces encroûtantes ont été retrouvées en très grand nombre dans tous les collecteurs, et
qu'elles ont dominé les communautés de substrat naturel ainsi qu'artificiel. Les analyses
multivariées ont démontré que l'effet significatif du type de substrat sur le recrutement des
espèces était principalement dû aux abondances d'espèces encroûtantes. L'abondance des
espèces encroûtantes au temps : 0 ont été soustraits des abondances notées dans les
collecteurs de substrat naturel à la fin de l'expérience avant d'effectuer les analyses
multivariées. La majorité des espèces ont été recensées sur les deux substrats et les espèces
exclusives à un seul type de substrat sont les moins abondantes. Ces differences de
présence d'espèces peu abondantes est probablement en partie le reflet d'un
échantillonnage insuffisant, et ne reflètent pas forcément de véritables différences au niveau
de la tendance de certaines espèces à coloniser les différents substrats.
De manière générale, l'abondance des espèces qui ont davantage contribué aux
dissimilarités observées entre les substrats était supérieure sur les galets exempts
d'organismes au temps 0 de l'expérience (substrat artificiel). Cette tendance générale
démontre une capacité des espèces benthiques à coloniser les surfaces vierges qui offrent
beaucoup d'espace disponible pour la déposition larvaire. Sur les surfaces de substrat
rocheux des zones tempérées, les systèmes sont souvent limités par I'espace disponible sur
le substrat primaire et les espèces sessiles doivent entrer en compétition pour cette
ressource limitée (Davis, 2009; Little et Kitching, 1996; Pérès et Devèze, 1963). Le
problème lié à I'espace disponible est d'autant plus important pour les formes sessiles
puisque les larves doivent d'abord trouver un espace à combler, et ensuite chacune d'elles
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doit rapidement << occuper l'espace > pour éviter d'entrer en compétition avec d'autres
individus et risquer d'être délogées (Pérès et Devèze, 1963).
Par contre, les larves de quelques espèces herbivores ainsi que le vers polychète
Circeis spirillum de la famille des Serpulidae ont été davantage attirés par le substrat
naturel. Un test de Mann-Whitney a permis de statuer que seulement deux des espèces
herbivores étaient significativement plus abondantes sur le substrat naturel que sur le
substrat artificiel. soit I'acmée Testudinalia testudinalis et le chiton Tonicella rubra. La
présence d'un biofilm recouvrant les galets de la zone intertidale tout comme la présence de
I'algue encroûtante du genre Lithothamnion, pounait être un inducteur de la colonisation
des espèces herbivores et du ver C. spirillum retrouvées en densités supérieures sur le
substrat naturel. Les algues calcaires (Lithothamnion) ont déjà été reconnues comme un
inducteur de l'établissement des larves d'espèces herbivores (Rodriguez et al.,1993). C'est
principalement le cas des chitons, des acmées et des oursins verts (Pearce et Scheibling,
1990). Toutefois, le ver Circeis spirillum pourrait avoir été attiré à la fois par l'algue
coralline et par la présence de ses congénères déjà présents en grand nombre sur les galets
au temps 0 de I'expérience. La présence d'un biofilm recouvrant les galets du substrat
naturel a très bien pu influencer les larves d'herbivores et du ver C. spirillum, mais la
composition du film microbien n'a pas été caractérisée lors de la présente étude. Il serait
intéressant dans un projet subséquent de comparer les identifications de microalgues, de
bactéries ainsi que des diatomées composant cette mince couche organique à celui s'étant
développé sur les galets de carrière nouvellement immergés. Ainsi, il serait possible
d'évaluer si le biofilm présent ait pu avoir un pouvoir allractif ou répulsif sur la fixation
larvaire et la métamorphose des espèces associées à chaque type de substrat. Les individus
rampants ont démontré des patrons de colonisation inverse aux ( settlers > dans le sens où
les effets observés étaient davantage liés à la composition des espèces présentes dans
chacun des deux substrats (matrice de présence-absence) que I'abondance des espèces
présentes (données non transformées). Les analyses multivariées réalisées à partir des
données non transformées d'abondance des individus rampants exclusivement illustrent
l'absence d'effet du type de substrat sur le recrutement des espèces mobiles. Toutefois, un
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effet significatif du type de substrat a été décelé à partir de la matrice de présence-absence.
Les abondances notées pour les formes rampantes étaient beaucoup moins importantes que
celles des < settlers >>.
Aucune ascidie jaune Ciona intestinalis adulte n'a eJé mesuré dans les collecteurs
déployés. Les peuplements de cette ascidie décrivent des patrons de colonisation à deux
pics de recrutement pendant l'année, une première déposition (génération) de mai à juillet,
issue des adultes de l'automne précédant, suivit d'une 2" génération de août à octobre
(Carver et a1.,2006; Dybern, 1965; Howes et a1.,2007). Les individus ayant colonisés les
collecteurs déployés se sont fixés pendant leur stade larvaire au substrat. Une période de
croissance de six mois à l'intérieure des collecteurs est insuffrsante pour leur permettre
d'atteindre le stade adulte, ce qui explique pourquoi aucun adulte n'aeJé collectés pendant
l'étude.
Le substrat artificiel a favorisé un recrutement d'individus de Ciona intestinalis
supérieur à celui du substrat naturel. Il est probable que cette différence de recrutement soit
simplement attribuable à I'espace disponible sur le substrat artificiel, exempt de toute
présence vivante au temps 0 de l'expérience. Par contre, ce substrat offrait une biodiversité
nulle au temps 0 de l'expérience comparativement au substrat naturel, et donc un
environnement exempt de compétiteurs etlou de prédateurs. Aucune relation significative
n'a pu être observée à partir des données de 2009, 2010 et 2011. Malgré l'absence de
relation significative, les données tendent toutes à illustrer une droite positive, excepté les
valeurs associées au substrat artificiel de 2011, où l'on a observé une droite légèrement
négative. Ces résultats suggèrent que le nombre de C. intestinalis augmenterait de façon
proportionnelle au nombre d'espèces présentes dans la communauté. Ainsi, les analyses
effectuées semblent montrer que les nouveaux arrivants seraient influencé à la fois par
I'espace disponible (sur les galets de carrière versus les galets de l'intertidal) et le nombre
d'espèces présentes. Ainsi, I'effet des variables espace disponible et la richesse spécifique
du milieu seraient confondues. Il serait valable de reprendre cette expérience en augmentant
le nombre de réplicats et de jumeler chaque collecteur à deux panneaux de PVC, l'un
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suspendu dans la colonne d'eau,l'autre àproximité du collecteur. De cette façon, il serait
facile de comparer le recrutement et les apports larvaires de cette espèce exotique
directement sur le substrat naturel (collecteur) et dans la colonne d'eau.
Ce volet visait à comparer le recrutement des invertébrés benthiques, mais aussi à
justifier l'emploi de galets de carrière dans le remplissage des collecteurs. Depuis le début
du présent projet, soit depuis 2007,les galets de canière sont utilisés comme subshat à
coloniser. Ainsi, cette étude aura permis de justifier l'emploi de ces galets plutôt que les
galets de la zone intertidale puisque les espèces les plus abondantes étaient présentes à la
fois sur les deux types de substrats, seule l'abondance d'une minorité d'espèces était
responsable des differences observées. L'emploi des collecteurs et I'utilisation de galets de
carrière implique aussi certaines limitations comme le fait qu'ils ne reflètent pas
parfaitement le milieu naturel puisque les galets sont exempts de toute vie au moment du
déploiement. Ainsi, pour les études ultérieures, il serait important de prendre en compte les
résultats obtenus et de limiter les conclusions aux processus de colonisation/recrutement
s'effectuant dans les collecteurs et non dans I'ensemble du substrat naturel.
En conclusion, ce projet de maîtrise aura participé au développement des collecteurs
comme un outil de suivi efficace de la biodiversité des invertébrés de substrats durs.
Témoins des conséquences multiples et grandissantes du réchauffement climatique, il est
essentiel de participer à développer des outils pouvant nous permettre de suivre
efficacement et rapidement les diminutions de la biodiversité du benthos marin pour nous
permettre d'agir le plus rapidement possible. Les collecteurs constituent un excellent outil
d'évaluation des impacts sur le benthos marins suite à diverses pressions/perturbations sur
le milieu. Il permettrait aussi, jumelé au codebarre environnemental, d'effectuer un suivi
très rapide ef sensible de la biodiversité ainsi que des populations d'espèces problématiques
parce qu'elles sont rare ou que leur statut est vulnérable. Les espèces envahissantes comme
les tuniciers dont les abondances ne cessent de flucfuer dans la région du sud-ouest de la
Baie de Fundy et menacent I'industrie de la culture des mollusques pourraient aussi être






ANNEXE I. Localisation des collecteurs déployés en 2010 utilisés pour le chapitre 1 (The
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ANNEXE IV. Protocole de détermination des "settlers" et des'oCrawl-ins"
o The list of species from the database was separated into three categories:
1. Species thatare known to be encrusting (e.g., bryozoan) or sessile (e.g., mussel)
2. Species with a histogram of the sizes of individuals measured from our collectors
with a unimodal distribution, based on size measurements of the first 20 individuals
encountered of each species per small and large bag per collector (40 measured of
each species per collector). These species are neither encrusting nor highly mobile,
and therefore more consideration is needed to determine if thev are settlers or crawl-
ins.
3. Species that are too large to have settled in collectors over the deployment period or
that are highly mobile (e.g., fishes)
The first category of species was considered settlers
For the second category, settler status was determined using both size
distributions estimated from the collectors and information on the individual
species in question obtained from the literature.
o Histograms were created from the raw data to look at the size classes found.
. If the number of all measured individuals of a species was not suffrcient
enough to create a histogram with a reliable mode then the data was
deemed insuffrcient to categorize the species as a settler with confidence
without further information.
Decisions were made on an individual species basis. Information on adult sizes
individual species (through a search of the scientifrc literature) assisted




Known adult size or maximum recorded size was noted on the histogram for
individual species. If the histogram was unimodal and the majority of
individuals were under the adult size, all the individuals of the species were
considered to be settlers (i.e. if i-5 individuals were larger, they were still
considered settlers). If more than a few were larger (i.e. > 5 individuals), the
histogram would be bimodal and the number of settlers per cage is estimated as
a percentage of the total below either the adult size or before the second mode of
the histogram.
Information on larval development (i.e. benthic vs. pelagic) was also noted for
some species. Species with benthic development were generally considered
crawl-ins, with the exception of individuals that likely hatched in the cage (in
which case there were hundreds of very small juveniles). Species with pelagic
development were generally considered settlers, with the exception of
individuals with adult sizes that may have floated into the cage by a strong
current, of which only the percentage of the total individuals below the adult
size would be included.
o Knowledge of the species natural history was also utilized. For instance, some
species are described as attaching to a substrate and either remaining there or
moving very little.
- The third category consisted of species that were highly mobile or consisted
mainly of individuals with sizes within the range of recorded adult sizes.
This category was also revised using information on larval development as
described in the previous category.
The species lists including each species name and a general taxonomic group it
belonged to, were segregated into these three categories. The second category was
eliminated eventually by group decisions using data from the literature to identifi each
species as either a settler or crawl-in.
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